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Résumé
En français
Le Peroxisorne proliferator activated receptor gamma (PPARgamma) est un
facteur de transcription appartenant à la superfarnille des récepteurs nucléaires.
Il s’active suite à la liaison d’un ligand et il semble être impliqué dans des
phénomènes de cardioprotection. Dans le laboratoire de Dr Lamontagne, on
s’intéresse surtout à l’étude des mécanismes d’action des endocannabinoïdes et
du préconditionement ischémique (PCI). Nous avons tenté de découvrir une
implication des PPARs dans les phénomènes de cardioprotection observés suite
à la perfusion d’endocannabinoïdes ou suite à un PCI. Le CD36 étant un
récepteur «éboueur» dont l’expression est augmenté suite à l’activation des
PPARgamrna, nous avons également voulu tester une interaction
PPARgammaJCD36 dans la cardioprotection post-ischémique sur modèle de
Langendorff. Nous avons pu observer un effet cardioprotecteur suite à
l’injection de Ciglitazone, un agoniste sélectif des PPARgamma. L’utilisation
d’un antagoniste sélectif des PPARgamma (GW9662) a pu complètement abolir
cet effet. Nous avons pu noter un effet cardioprotecteur des endocannabinoïdes,
du WY14643 (agoniste sélectif des PPARalpha) et du PCI suite à une ischérnie
reperfusion (TIR). La perfusion de GW9662 antérieurement à ces traitements
n’a pas pu abolir leur effet cardioprotecteur post-ischémique. Nos avons même
pu constater une amélioration de la récupération cardiaque suite à la perfusion
d’un traitement double par le GW9662 et les endocannabinoïdes. Des résultats
similaires étaient observés avec le PCI. Le fait que le GW9662 puisse agir
comme un agoniste partiel des PPARalpha, nous a poussé à réfléchir à une
implication plus importante des PPARalpha dans le phénomène de
cardioprotection observé avec les endocannabinoïdes et le PCI. D’après nos
résultats, le CD36 paraissait être un récepteur jouant un rôle important dans le
phénomène de cardioprotection observé suite à l’activation des PPARgamma.
11
Un travail supplémentaire est nécessaire pour mieux comprendre la liaison
directe entre le PPARgarnma et le CD36 dans la cardioprotection post
ischémique non seulement en mesurant les lésions suite à une TIR mais aussi en
analysant les paramètres hémodynamiques. De plus, l’exposition de souris
PPARalpha-/- a une TIR pourrai contribuer a mieux comprendre la relation entre
les PPARalpha et son effet cardioprotecteur obervé avec les endocannabinoïdes
et le PCI.
Mots-clés: PFARgarnma, PFARalpha, endocannabinoïdes, PCL CD36,
cardioprotection, 2AG, PEA, WY14643, GW9662, Cig, coeur, rat souris.
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Summarp
In Engtish
Peroxisome proliferator activated receptor gamina (PPARgamrna) is a
ligand-activated transcription factor belonging to the nuclear receptor
superfarnily which is implicated in cardioprotection phenornena. In the
laboratory of Dr Lamontagne, we are especially interested in investigating the
mechanisms afforded by endocannabinoïds and ischernic preconditioning
(TPC). Our findings lead us to investigate the possible involvement of the
PPARs in the phenomena of cardioprotection observed afier the perfusion of
endocannabinoïds or afier an IPC. The CD36 being a scavenger receptor of
which the expression is increased in response to PPARgamrna activation, we
wanted to test the link between PPARgarnrnaJCD36 in post-ischemic
cardioprotection. We were able to observe a cardioprotective effect in hearts
treated with Ciglitazone, a selective agonist of the PPARgamma. GW9662, a
selective antagonist of PPARgamma, completely abolished the cardioprotective
effect of Ciglitazone. A cardioprotective effect of endocannabinoïds, WY14643
(selective agoniste of the PPARalpha) and IPC was noted at the end of TiR
protocol. The administration of GW9662 to hearts treated with 2AG, PEA,
WY14643 and IPC did flot abolish their post-ischemic cardioprotective effect.
In fact, we could observe improvement in cardiac ventricular recovery when
treatrnent with endocannabinoïds was cornbined with GW9662. Similar resuits
were observed with the IPC. The ability of GW9662 to act in a PPARgamma
independent manner or as a partial agonist of PPARalpha might explain our
resuits. PPARalpha activation seerns to be the rnost irnplicated member of the
PPARs in cardioprotection observed with endocannabinoïds and IPC. In
addition, CD36 seems to play an important role in cardioprotection afforded by
PPARgamrna activation. Additional work is necessary to provide further
evidence for the direct causal link between PPARgamrna and CD36 in post
iv
ischemic cardioprotection, flot only by measuring I/R injury but also by
analyzing hemodynamic pararneters. Moreover, exposing PPARalpha-[ mice to
the I/R injury may contribute to our understanding of the relationship between
PPARalpha and its cardiac protective effect observed with endocannabinoïds
and IPC.
Keywords: FFARgarnma, PFARalpha, endocannabinoïds, PC’I, CD36,
cardioprotection, 2AG, PEA, WY14643, GW9662, Cig, heart, rat, mice.
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Chapitre I:
Introduction
21-Généralités:
Les maladies cardiovasculaires sont la cause majeure de décès dans la
population nord-américaine (143).
Les taux de survie ont été améliorés par des techniques variables de
revascularisation:
• Lyse phannacologique des callots intra-coronaires
• Stent mécanique
• Chirurgie de pontage coronarien
Malheureusement une perte de la masse tissulaire musculaire cardiaque n’a
pas pu être évitée (143). Les besoins en oxygène du myocarde sont directement
déterminés par l’activité contractile au niveau ventriculaire et sont fixés par 3
facteurs : la fréquence cardiaque, l’inotropie et la tension pariétale rnyocardique
(tension au niveau de la paroi artérielle). L’insuffisance coronaire apparaît en
cas d’inadéquation entre les besoins en oxygène du myocarde et les apports par
la circulation coronaire (95). L’infarctus du myocarde (1DM) survient quand le
myocarde est sujet à une carence prolongée en oxygène conduisant à une
nécrose cellulaire irréversible. Cette carence s’observe le plus souvent suite à la
constitution d’un thrombus au niveau de l’artère coronaire après une rupture
d’une plaque d’athérome.
Dans un petit nombre de cas, un 1DM peut être déclenché par un vasospasme
dont la cause peut être variée (effort physique excessif, exposition violente au
froid intense, cocaïne . . . etc) (77). Une diète riche en matières grasses et une
sédentarité constituent des facteurs environnementaux qui affectent directement
plusieurs aspects de la santé humaine de la société nord-américaine (112, 172).
Le diabète, l’obésité et les maladies cardiovasculaires sont les causes majeures
de mortalité dans cette société (125). Il a été établi qu’une restriction calorique
avec une diète pauvre en matières grasses augmente la longévité et diminue
l’incidence de la survenue des désordres métaboliques et cardiovasculaires (9).
3Il faut préciser les diètes riches en acides gras ne sont pas toutes mauvaises ; les
diètes riches en acides gras monoinsaturés (diète méditérranéenue) et les diètes
riches en acides gras polyinsamrés (diète des invits) semblent avoir des effets
cardioprotecteurs (106, 250).
L’épidémiologie des maladies métaboliques humaines et les études sur
les régimes alimentaires chez les animaux supportent Je fait qu’un régime riche
en calories joue un rôle important dans la régulation du métabolisme lipidique,
la sensibilité à l’insuline, l’homéostases du glucose et l’athérosclérose (172,
173). Ce n’est donc pas surprenant que tous les mammifères soient munis de
systèmes hormonaux qui sont responsables de la régulation du métabolisme des
acides gras (137).
Une famille de facteurs de transcription connue sous le nom de
«Peroxisome Proliferator-Activated Receptors» (PPARs) joue un rôle
primordial dans la régulation du stockage et du catabolisme des acides gras,
dans l’homéostase du glucose, dans la différenciation cellulaire ainsi qu’un
rôle important dans l’inflammation (23). Jusqu’à présent, trois isotypes de
PPARs ont été identifiés: PPARalpha (NR iCi), PPARbêta (NR I C2) ou delta
et PPARgamma (NR1C3). Ces isotypes sont les produits de gènes différents
(293). Notre recherche s’intéresse uniquement au PPARgamma.
42-PPARgamma:
2.1 -Définition:
Les PPARs sont des membres prototypes de la superfamille des
récepteurs nucléaires (154, 268, 301). Ils règlent l’expression de certains gènes
en réponse à leur liaison à un agoniste (299). Il existe 2 isoformes des
PPARgarnrna: PPARgarnma 1 qui sont largement distribués au niveau des
tissus surtout au niveau cardiaque, intestinal et musculaire; PPARgarnrna 2 qui
sont surtout exprimés au niveau du tissu adipeux (268). Ces isoformes sont
produits par l’expression d’un même gène, ils diffèrent uniquement par
l’addition de 30 acides aminés (AA) (pour l’homme) au niveau N-terminal des
PPARgamma 2 (45, 273). L’expression de chaque isoforme est conduite par un
promoteur spécifique d’où la grande diversité de leurs ligands et de leurs
réponses tissulaires spécifiques (154). Le gène des PPARgamma a été identifié
par un essai d’hybridation in situ utilisant la biotine marquée. Les résultats ont
montré qu’un gène des PPARgamma code pour plus d’un produit protéinique
(154). La spécificité des gènes cibles n’est pas uniquement détenriinée par la
nature de l’élément de réponse au niveau du promoteur mais également par le
type du coactivateur recruté. Ce dernier est à son tour affecté par la nature du
ligand lié (154).
Les PPARgamma sont les sous types les plus étudiés. Ces récepteurs ont
été clonés pour différentes espèces comme le saumon, la souris, le hamster, la
grenouille, le cochon, le singe et l’humain (268). L’expression des
PPARgamma ne se limite pas au tissu adipeux. Les PPARgamma règlent
l’homéostasie des lipides et du glucose, ils sont également impliqués dans la
biologie des monocytes, dans la régulation du cycle cellulaire et du
dévelopement tumoral. La protéine des PPARgarnrna montre une remarquable
5conservation entre les différentes espèces, contrairement aux PPARalpha et bêta
(268).
2.2 —Structure et activités:
Les protéines des PPARgamma sont composées de cinq domaines
différents une région N-terminal (domaine AIB), un domaine C qui lie l’ADN
(DNA binding domain (DBD)), un domaine D (linge region), un domaine E
qui lie les ligands (ligand binding domain (LBD)) et un domaine F. Le domaine
A/B contient la fonction d’activation 1 (AF- 1), ce domaine opère en absence de
ligand. Le DBD est composé de 2 doigts de zinc (zinc fingers) et contient 9
cystéines qui sont conservées chez toute la superfamille des récepteurs
nucléaires. Ce domaine confère aux PPARs leur spécificité de liaison à l’ADN
(23).
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Figure 1 .Représentation schématique des PPARs (Blanquart C et al 2003)
Dans la transactivation (activation des éléments de réponse «cis » d’un
promoteur par des facteurs de transcription «trans » ou transrégulateurs) qui est
dépendante de l’ADN, les PPARgamrna subissent des changements
conformationels. Il y a ainsi recrutement de cofacteurs et de coactivateurs. Les
6coactivateurs interagissent avec les récepteurs nucléaires par une voie
dépendante du ligand. Les PPARgamnia forment des hétérodimères avec les
récepteurs rétinoïdes X (RXR), ces hétérodimères reconnaissent des éléments
de réponses ADN spécifiques appelés PPAR response elements (PPRE). Les
PPRE se trouvent au niveau du promoteur des gènes cibles, d’où la
transcription de ces gènes (154, 268, 119). L’activation de l’hétérodimère
PPAR/RXR peut interagir avec la HSP-72, le LXR, la PBP, le $RC-1, la P300,
le complexe TRAP/DRJP, la CBP. . .etc, d’où la modulation de la transcription
de certains gènes (301).
Dans la transrépression (répression des éléments de réponse «cis » d’un
promoteur par des facteurs de transcription « trans » ou transrégulateurs) qui est
indépendante de l’ADN, les PPARgamma peuvent réprimer la transcription de
certains gènes en interférant négativement avec d’autres voies de signalisation,
par exemple la voie de signalisation de NF-kB, de TRE, de I$GF-RE (268).
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Figure 2. Mécanismes moléculaires des réponses biologiques des
thiazolidinediones (TZDs) (Yki-Jarvinen H. 2004). Dans la transactivation, il y
a formation d’un hétérodimère de PPARy et de RXR. Ce dimère reconnaît des
éléments de réponse (PPRE) au niveau du promoteur des gènes cibles. Ceci
résulte en une transcription des gènes cibles des PPAR7. Après une liaison d’un
ligand, les PPARs subissent des transformations conformationels et recrutent
les cofacteurs et les coactivateurs. Les coactivateurs interagissent avec les
récepteurs nucléaires par une voie indépendante du ligand. Dans la
transrépression, les PPARs peuvent réprimer la transcription des gènes en
interférant négativement avec les autres voies de transduction et ceci d’une
façon indépendante de la liaison des PPARs a l’ADN nucléaire.
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82.3 —Régulation de l’activité des PPARgami;ta:
Les rnodflcations après la traduction:
Il a été démontré que les activités traductionnelles des PPARgamma sont
régulées par des mécanismes post-traductionnels dont la phosphorylation et
l’ubiquitination:
2.3.1-Phosphorvtation:
Les changements environnementaux et des signaux extracellulaires
modifient le statut de phosphorylation des protéines cellulaires. L’état de
phosphorylation des récepteurs nucléaires joue un rôle majeur dans leur activité
transcriptionnelle.
Les PPARgamma sont des phosphoprotéines (démontré par Zhang en
1996 (306)). Dans l’étude faite par Blanquart et al (23), il a été démontré que le
traitement par l’insuline augmente l’activité transcriptionnelle ligand
indépendante des PPARgamrna (activité basale) et exerce une action synergique
avec les ligands des PPARgamma pour augmenter son activité
transcriptionnelle. En plus les auteurs ont démontré que les PPARgamma sont
phosphorylés par la voie de signalisation des MAPK in vivo. En revanche, il a
été démontré que la phosphorylation des PPARgamma des souris par des
activateurs des MAPK (exp: Growth Factors) (136), induit une inhibition de
leur activité transcriptionnelle. Cet effet survient via la phosphorylation de la
sérine 112 des PPARgamma-2. Ce résultat a été confirmé par une étude réalisée
par Adam et coli. dans laquelle ils avaient montré que la sérine 84 des
PPARgamma 1 chez l’homme est phosphorylée par les MAPK ERK2 et TNK
(3). Une mutation de cette sérine augmente l’activité transcriptionnelle de AF-1
des PPARgamma. Camp et coli. ont pu également démontrer que les
9PPARgarnma-1 chez les souris sont régulés par phosphorylation de la sérine $2
par les MAPK (41). Dc plus, ces auteurs ont démontré que JNK, une MAPK,
phosphoryle également PPARgamma-2 et diminue son activité
transcriptionnelle dépendante du ligand. L’effet de la phosphorylation de la
sérine 112 par les MAPK, sur l’activité transcriptionnelle des PPARgamma
ligand-dépendante peut s’expliquer par une modification de l’interdomaine de
communication qui diminue son affinité de liaison au ligand (246). Une étude
effectuée sur des liguées d’adipocytes a démontré que la croissance de la cellule
ainsi que la différenciation des adipocytes sont dépendantes du statut de
phosphorylation des PPARgamma ce dernier étant régulé par différents facteurs
de croissance (exp.EGF, PDGF) (244). Dans les macrophages, une voie de
signalisation similaire régule le fonctionnement des PPARgamma (109). Han et
coil. ont démontré que le traitement des macrophages par le TGF bêta 1 et le
TGf bêta 2 peut inhiber l’expression de CD36 qui est nonnalement induit par la
liaison des PPARgarnma à son ligand. Cette inhibition est le résultat de
l’activation de la voie de signalisation des MAPK (163). L’activité
transcriptionnelle basale ou induite des PPARgamma est stimulée par
l’activation de la PKA, de même que pour les PPARaIpha (163). Néamnoins, la
phosphorylation par les MAPK influence différemment les PPARgamma et les
PPARalpha: la phosphorylation des PPARgamma par les MAPK les inhibe,
tandis que la phosphorylation des PPARalpha par les MAPK les active (23).
En bref, toutes les études ont clairement démontré que les PPARgamma
sont régulés par des kinases activées par de nombreux signaux extracellulaires.
Pour cela, l’activation des PPARgarnma est sujette à de vastes modulations
dues aux changements physiologiques.
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2. 3.2-Ubiguitination:
Plusieurs résultats ont pu démontrer que le système de dégradation ubiquitine
protéasome affecte l’activité de plusieurs récepteurs nucléaires. Cette voie de
dégradation est impliquée dans la régulation de beaucoup de protéines
impliquées essentiellement dans les fonctions cellulaires, le contrôle du cycle
cellulaire, la régulation de la transcription et le signal de transduction (191). Les
protéines dégradées par cette voie sont modifiées en se liant par une liaison
covalente des lysines à un polypeptide de $ kDa, appelé ubiquitine. Ce
processus comprend trois étapes
1. activation de l’ubiquitine par une enzyme (ubiquitine—activating
ubiquitine)
2. transfert de l’ubiquitine activée sur une protéine porteuse
3. catalyse de la liaison covalente de 1 ‘ubiquitine - protéine porteuse par
une ubiquitine-protéine ligase et liaison de l’ubiquitine à la protéine
cible.
Par conséquence, une multitude de protéines «ubiquitinées» sont
rapidement dégradées par le 26$ protéasome (123). L’activation des
PPARgarnrna par un ligand conduit à leur dégradation par cette voie (116). Le
repositionnement de l’hélix AF-2 des PPARgarnma est essentiel pour son
ubiquitination, donc pour sa dégradation. L’interaction des PPARgamma avec
des corépresseurs les protège de la dégradation et leur interaction avec des
coactivateurs conduit à leur dégradation via la voie de l’ubiquitination (116).
Les PPARalpha sont également dégradés par cette voie et leur dégradation
régule directement leur activité transcriptionnelle (22). Ces observations
suggèrent que les activités des PPARgamma et des PPARalpha sont régulées
différemment par la voie de protéasome. Néanmoins, il est à noter que la
dégradation des PPARalpha a été étudiée cinq heures après leur liaison à un
ligand, tandis que la dégradation des PPARgamma a été étudiée 15-20 heures
après leur liaison à un ligand. Il est donc possible que la régulation de la
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dégradation des PPARs par leurs ligands diffère en fonction du temps (23).
Dans un premier temps, le ligand peut protéger les PPARs de la dégradation
pour augmenter ainsi son effet, dans un deuxième temps, le repositionnernent
de AF-2 et le recrutement d’un cofacteur peuvent aboutir à l’ubiquitination des
PPARs à et leur dégradation, mécanisme qui arrête l’activité transcriptionnelle
des PPARs. Les signaux extracellulaires qui activent les voies intracellulaires
de phosphorylation peuvent aussi influencer le processus de dégradation ($2).
En conclusion, la voie ubiquitine-protéasome constitue un mécanisme
important dans la régulation de la dégradation des PPARs et de leur activité
transcriptionnelle en contrôlant les taux cellulaires en protéines PPARs.
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Figure 3. Représentation
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des voies de signalisation des kinases impliquées dans
régulation de l’activité transcriptioimelle des PPARs
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Figure 4. Les mécanismes de dégradation possible des PPARs par le système
ubiquitine-protéasome (Blanquart C et al 2003). Les protéines des PPARs sont
dégradées par la voie de l’ubiquitine-protéasome. Ce système contrôle les taux
de ces protéines dans les cellules et l’intensité de la réponse suite à la liaison
d’un ligand. Dans un premier temps, le ligand stabilise les protéines des PPARs
en diminuant son ubiquitination, dans un second temps, le ligand induit une
dégradation de ces protéines suite au recrutement des cofacteurs et ceci a pour
but d’arrêter la réponse engendrée.
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2.4-Rôle des PPARgantma dans t ‘inflammation:
Le rôle des PPARgamma dans l’inflammation est controversé. D’une part, il a
été démontré que les glitazones, agents antidiabétiques qui augmentent la
sensibilité à l’insuline des tissus cibles dans le diabète type II, diminuaient
l’inflammation du colon chez un modèle de souris présentant la maladie, ils
inhibaient en fait la production de TNF alpha et de gélatinase B chez des souris
déficientes en récepteurs LDL (170). Par contraste, Thieringer et coil. ont
démontré que les glitazones n’affectaient pas l’induction de l’expression d’1L6
et de TNF alpha dépendante des lipopolysaccharides (LPS), ils n’affectaient pas
non plus la sécrétion de certaines cytokines au niveau des monocytes et des
macrophages (270). Des études moléculaires in vitro ont montré que les
PPARgamma peuvent interférer dans certaines voies inflammatoires. Ils
peuvent, par exemple, interférer physiquement avec les P50 et les P65 inhibant
ainsi NF-kB (47). Les glitazones inhibent l’expression de c-fos au niveau des
cellules musculaires lisses vasculaires, cela constitue un mécanisme additionnel
de répression de la voie AP-l par les PPARgamma (161). Les PPARgamma
inhibent également l’expression de iNOS en interférant avec les voies de
signalisation de STAT-1, de AP-1 et de NF-kB (176). Au niveau des
lymphocytes T, les ligands des PPARgamma entraînent une diminution de la
sécrétion de IL-2 due à leur interaction avec le NfAT (297).
En conclusion, on peut dire que les PPARgamma peuvent interférer dans
différentes étapes de la réponse inflanrniatoire. En effet, ils modulent
l’expression des chimiokines, des récepteurs aux chimiokines, et des molécules
d’adhésion au niveau des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses,
des monocytes/macrophages et des cellules T (74).
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2.5 —Autres rôles des PPARgamrna:
Les PPARgarnma occupent un rôle central dans le métabolisme corporel. Ils
sont responsables de la différenciation des préadipocytes en adipocytes (154,
301)
Les PPARgamma augmentent l’expression des gènes qui ont pour rôle de
promouvoir le stockage des acides gras. Ils répriment les gènes qui induisent la
lipolyse dans les adipocytes (5). Ils augmentent l’expression des gènes codant
pour les protéines de transport des acides gras, l’enzyme malique et la
carboxykinase du phosphoénol pyruvate (PEPCK) (268). Les PPARgamma
augmentent ainsi la masse du tissu adipeux. Or plusieurs adipokines qui
affectent la voie de signalisation de l’insuline sont sécrétées par la masse
adipeuse par exemple: le TNfalpha (124), la leptine (52, 238), la résistine
(257) et l’adiponectine (86, 184). L’adiponectine augmente la sensibilité à
l’insuline au niveau du tissu adipeux et possède des propriétés
antiathérogéniques (301). Les taux d’adiponectine sont bas chez les patients
obèses et/ou présentant un diabète de type II ainsi que chez les patients
lipodystrophiques (301).
Les PPARganrnia jouent un rôle primordial dans l’homéostase du glucose. Ils
activent les gènes codant pour la GLUT4 et pour certaines molécules de
signalisation comme la c-Cbl et de sa protéine associée, la CAP (268).
Les PPARgamma semblent également jouer un rôle important in vivo et in vitro
dans l’apoptose et la prolifération cellulaire. Citons l’exemple de TRAIL qui est
une cytokine membre de la famille TNF. TRAIL tue préférentiellement les
cellules tumorales. Les ligands des PPARgamma sensibilisent les cellules
tumorales mais pas les cellules normales à l’action apoptotique de TRAIL, ce
qui suggère le rôle pro-apoptotique et anti-prolifératif des PPARgamma au
niveau des tumeurs (268). Cet effet anti-cancéreux a été testé dans plusieurs
études sur différents types de cancer (poumons (27$), foie (276), colon (298),
sein (48, 49, 77), cerveau (145), pancréas (134)).
16
2. 6-Ligands des PPARgamma:
2.6. 1-Ligands naturels:
La recherche des ligands naturels des PPARganinia a conduit à la
découverte de nombreux acides gras et des dérivés eicosanoïdes qui lient et
activent ces récepteurs à des concentrations micrornolaires (293). Les
PPARgamma ont une préférence pour les acides gras polyinsaturés (296). Les
acides gras essentiels (acide linoléique), l’acide linolénique, l’acide
arachidonique et l’acide eicosa-pentaénoïque (voir figure 5) ont montré leur
capacité de se lier aux PPARgamma à des concentrations micromolaires (152,
296). Ces concentrations d’acides gras sont normalement retrouvées dans le
sérum humain (142) mais pas nécessairement au niveau intracellulaire. En effet,
les acides gras ne sont pas particulièrement des activateurs efficaces des
PPARgarnma. Il a été démontré que la conversion intracellulaire des acides gras
en eicosanoïdes suite à l’augmentation de l’expression de la 15-lipoxygénase,
résultait en une augmentation de la transactivation des PPARgamma (127). La
15-lipoxygénase métabolite de l’acide linoléïque, le 9-HODE (acide 9-
Hydroxyoctadéca-9Z, 11E- diénoïque) et le 13-HODE (acide 13-
Hydroxyoctadéca-9Z, 11E- diénoïque) (voir figure 5) sont des agonistes des
PPARgamma à des concentrations micrornolaires (199). Pour cela, la
conversion métabolique intracellulaire des acides gras polyinsaturés peut
constituer une sorte de régulation hormonale additionnelle des PPARgarnrna.
Les séries «J» des prostaglandines dérivées des PGD2 ont également été
identifiées coirune des ligands naturels des PPARgamma. Le métabolite
terminal 15-déoxy-deltal2,14-prostaglandine ‘2 (15d-PGJ2) (voir figure 5)
active les PPARgamrna à des concentrations micromolaires, il induit également
la différenciation des adipocytes (82, 151). Certains effets intracellulaires de
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cette prostaglandine sont médiés par des voies de signalisation cellulaires
indépendantes des PPARs (202, 241). Il faut donc être prudent de ne pas
attribuer tous les effets biologiques du 15d-PGJ2 uniquement à l’activation des
PPARgarnma. L’acide 15-hydroxy-eicosatétranoïque, un métabolite de l’acide
arachidonique, constitue également un ligand naturel des PPARgamrna (268,
301).
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Figure 5. Structures de quelques ligands naturels des PPARgamma
2. 6.2lijiands synthétiques:
Les ligands pharmacologiques des PPARgamma sont une classe
d’hypoglycémiant oraux, les thiazolidinediones (TZDs) et une variété des anti
inflammatoires non stéroïdiens (ATNS) (97, 223, 279). Les thiazolidinediones
appelés aussi «glitazones» sont des agents anti-diabétiques qui augmentent la
sensibilité à l’insuline des tissus cibles dans le diabète type II. Les TZDs
induisent la différenciation adipocytaire (301). Les glitazones ont été largement
étudiées sur des modèles animaux résistants à l’insuline, ce qui a permis leur
développement (130). Dans les études cliniques, les TZDs diminuaient les
concentrations de glucose postprandial et de jeûne, ainsi que la concentration
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des acides gras libres (6, 205). Les concentrations de l’insuline étaient
également augmentées dans la plupart de ces études (6, 205).
Ces résultats montrent que les TZDs augmentent la sensibilité des
cellules à l’insuline, ceci a été confirmé par des mesures directes in vivo chez
les humains (301). Par exemple, le traitement des sujets diabétiques et des
sujets non diabétiques pour 3-6 mois par le troglitazone, la rosiglitazone ou la
pioglitazone (voir figure 6A), augmente la capture du glucose stimulée par
l’insuline au niveau des tissus périphériques (192, 194, 205, 265). Dans des
études similaires, les TZDs augmentaient la sensibilité hépatique à l’insuline (la
capacité de l’insuline d’empêcher la production endogène de glucose) et la
sensibilité des tissus adipeux à l’insuline (l’capacité de l’insuline de diminuer
les concentrations en acides gras) (192). Suite à un traitement par TZD, La
sécrétion d’insuline était améliorée chez les sujets présentant une intolérance au
glucose ou un diabète de type 11(195). Paradoxalement, ces améliorations sont
accompagnées par une augmentation du poids et de la masse adipeuse sous-
cutanée (2, 43, 192, 193, 194). Le mécanisme d’action moléculaire des TZDs
est demeuré obscure jusqu’aux années 90s où un lien probable entre les PPARs
et les glitazones a été proposé (132). En effet, il a été démontré que les TZDs
induisaient l’expression de certains gènes au niveau des adipocytes. Ils avaient
également un effet sur la différenciation des adipocytes dans les cultures
cellulaires (132). Les TZDs augmentaient le nombre des petites cellules
adipocytaires (194, 217, 208). Plusieurs études ont été faites chez les souris, ces
études consistaient à supprimer l’expression des PPARgamrna au niveau du
tissu adipeux ou au niveau musculaire et de tester la résistance à l’insuline dans
les 2 cas (121, 122). Les chercheurs ont remarqué que dans le cas où ils
supprimaient l’expression des PPARgarnma au niveau du tissu adipeux, ceci
n’avait pas d’effet de résistance musculaire à l’insuline (121, 122). En
revanche, quand ils supprimaient l’expression musculaire des PPARgamrna,
ceci produisait une résistance à l’insuline (121, 122). La résistance musculaire à
l’insuline ne répondait pas aux traitements par TZDs, ce qui nous laisse croire
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que ces agents produisaient leurs effets par stimulation directe des
PPARgamma (121). La résistance hépatique à l’insuline chez des souris
n’exprimant pas les PPARgamma au niveau de leur tissu adipeux, a pu être
renversé par un traitement aux TZDs (122). Ces résultats suggèrent que les
effets sensibilisants des TZDs au niveau musculaire et hépatique ne sont pas
médiés par les PPARgamma du tissu adipeux et ceci dans le cas où ce tissu
adipeux n’est pas capable de répondre normalement à ces agents (122). Par
contre, la lipoatrophie qui accompagne la suppression «tissu-spécifique» des
PPARgarnrna peut affecter l’action des TZDs et ceci dépend de l’expression des
PPARgarnma dans les autres tissus (92). Par exemple, la rosiglitazone peut
renverser l’hyperglycéridémie, l’hyperglycémie et l’hyperinsuÏinémie chez les
souris normales, tandis qu’elle est inefficace chez les souris lipoatrophiques
(92). Des résultats observés sur des modèles de souris transgéniques
n’exprimant pas les PPARgamma supportent l’hypothèse que le tissu adipeux
est le site d’action le plus important des TZDs si ces souris présentent des
quantités normales en tissus adipeux (92). Ils ont pu également démontrer que
la pioglitazone augmentait l’expression du gène aP2 (113) en affectant la région
de son promoteur, cette région a été identifiée par l’équipe de Spiegelman
comme étant un site de liaison aux PPARs (273). Par des essais de liaison et de
transactivation, ils ont pu identifier une grande affinité de la rosiglitazone (BRL
49653) aux PPARs gamma. La rosiglitazone est maintenant considérée comme
étant un agoniste sélectif des PPARgamma (84, 169). Le degré d’affinité des
PPARgamma aux TZDs était compatible et proportionnel aux effets des
glitazones sur la diminution de la concentration en glucose (15, 294). Ces
résultats montrent que les effets anti-diabétiques des TZDs sont médiés d’une
façon majeure par les PPARgarnma.
Les TZDs sont en général des agonistes sélectifs des PPARgamma mais
peuvent activer les PPARalpha ou delta à des concentrations plus élevées (169,
294). Toutefois, il a été démontré que le KRP-297 (voir figure 6B) qui
appartient à la famille des TZDs était un agoniste double des PPARgamma et
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des PPARalpha (133, 197). Il a été également rapporté que l’isoxazolidinedione
JTT-501 (voir figure 6B) activait les PPARalpha à des concentrations
seulement dix fois plus élevées que celles activant les PPARgamma (247).
L’activité du JTT-501 est médié par son métabolite, un amide malonique, qui
est généré par hydrolyse de l’anneau hétérocyclique (249). Il a été rapporté que
le TZD MCC-555 (voir figure 63) avait une basse affinité pour les
PPARgamma mais une très grande efficacité antidiabétique (218, 282). En
effet, MCC-555 agit comme agoniste partiel ou complet des PPARgamma
dépendamment du type de la cellule et des éléments de réponse utilisés dans
l’essai de transactivation (228). Des séries de TZDs delta 5-insaturés ont
montré une basse affinité ou une affinité nulle vis-à-vis des PPARgamma (179,
226). Ces observations nous montrent que les effets antidiabétiques de certains
TZDs sont médiés par des mécanismes autres que les PPARgamma. Une
explication alternative est aussi probable, ces TZDs sont capables de moduler
au niveau d’un tissu spécifique un promoteur des gènes cibles des PPARgamma
mais cette modulation peut ne pas être détectable par les essais de
transactivation standards des PPARgamma. Cette hypothèse peut ouvrir
d’autres horizons pour développer les ligands des PPARgamma (293).
Les TZDs contiennent un centre stéréogénique sur le carbone 5 du
groupe hétérocyclique. Ils peuvent subir des racémisations sous certaines
conditions physiques (254). En utilisant des essais de liaisons aux
PPARgamma, il a été démontré que seulement les (S)-énantiomères des TZDs
se lient avec une haute affinité à ces récepteurs (213). Ce résultat suggère que
seulement 50% de la substance médicamenteuse des TZDs mise sur le marché
et utilisée pour le traitement du diabète type II, est actif. Pour surmonter ce
problème, de nombreux groupes de recherche ont travaillé pour développer des
groupes acycliques qui ont une moindre tendance à subir une racémisation
(293). Le SB 21306$ et son (S)-isomère (voir figure 6C) sont représentatifs des
séries des acides alpha-alkoxy-béta-phénylpropanoïques (32, 33), ils ont
montré une activité agoniste des PPARgamma et des PPARalpha. Les (S)-
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énantiomères de ces séries ont montré une plus grande affinité pour les
PPARgamma que les (R)-énantiomères, ainsi qu’un plus grand effet sur les
adipocytes dans les essais de différenciation (302, 109). De nouvelles séries
agonistes des PPARgamma basées sur le groupement tyrosine ont été
développés, citons le GI 262570, le GW 7845 (voir figure 6C) (51, 111). Ce
sont les premiers antidiabétiques optimisés selon leur affinité pour les
PPARgamma humains. Il y a même certains analogues qui ont une activité
agoniste des PPARgamma humains à des concentrations d’ordre nanomolaires.
Dans les essais de transactivation cellulaires, ces analogues ont montré une
sélectivité pour les PPARgamma 1000 fois plus importante que celle pour les
PPARalpha ou delta (293). Le GW 1929 (voir figure 6C) a montré une activité
antihyperglycémique chez les rats équivalente à celle de la troglitazone mais à
des concentrations plasmatiques 100 fois moindres que celles de la troglitazone
(31, 111). Ces résultats sont parallèles à la différence de leur capacité de liaison
aux PPARgamma et de leur activation. Dans ces mêmes séries expérimentales,
les ($)-énantiomères avaient une plus grande affinité pour lier les PPARgamma
que les (R)-énantiomères (111).
Une grande diversité structurale des agonistes des PPARgamma a été
décrite dans la littérature. Le GW 0207, un dérivé 2,3-disubstitué de l’acide
indole-5 acétique, constitue un agoniste potentiel et sélectif des PPARgamrna
(118). Berger a rapporté des séries de dérivés de l’acide phénylacétique comme
le L-796440 qui a montré une activité potentielle des PPARgamma (16). Le L-
796440 a montré à la même concentration une même affinité pour les
PPARalpha et les PPAR delta, il a été alors considéré comme étant le premier
exemple d’agoniste potentiel des trois sous-types des PPARs (293).
Dans les essais de transactivation, le LY 171883, un antagoniste du récepteur
LTD4, activait également les PPARgamma à des concentrations micromolaires
(150, 24). À des concentrations micromolaires, l’indornéthacine, un inhibiteur
de la cyclooxygénase, s’est montré capable de se lier aux PPARgamma et de les
activer (168). Il a été également démontré que cet AINS pouvait promouvoir la
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différenciation des adipocytes à des concentrations similaires à celles requises
pour activer les PPARgamma (287, 153). Plusieurs AINS, comme l’ibuprofène,
le fénoprofène et l’acide flufénarnique, se sont montrés des agonistes faibles
des PPARgamma (168). Cependant, il est important de noter que l’interaction
de ces substances avec les PPARgamma parvient à des concentrations plus
grandes que celles requises pour inhiber la cyclooxygénase ou antagoniser le
récepteur LTD4 (293).
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Figure 6 A. Structures de quelques ligands synthétiques des PPARgamma
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• Sécurité et tolérance des TZDs
L’utilisation des TZDs est associée à un gain du poids (301). Chez certains
patients, il y a également rétention de fluides et augmentation du volume
piasmatique, ce qui mène à des oedèmes périphériques (301). L’oedème a été
rapporté dans 4-6 % des cas traités par TZDs comparativement à 1-2 ¾ des cas
traités par placebo ou par une autre thérapie hypoglycémiante (301). Le gain de
poids et les oedèmes sont associés à une insuffisance cardiaque des patients
traités par TZDs (301). L’utilisation des TZDs est également associée à une
légère diminution des taux d’hémoglobine et d’hématocrite chez les patients
traités par TZDs. Cette diminution est sans conséquence clinique (301). Dans
13 études double-aveugle, 1.91% des 2510 patients, 0.26% des 1526 patients et
0.17% des 3503 patients recevant respectivement la troglitazone, la
pioglitazone ou la rosiglitazone avaient les valeurs d’aminotransférase
augmentées de 3 fois plus que les valeurs norniales (163). L’activité d’alanine
aminotransférase était augmentée de 10 fois chez 0.68% des patients traités par
rosiglitazone et ceci comparativement à des patients non traités par
rosiglitazone ou par pioglitazone (301).
2.6.3-Agonistes partiels et antagonistes:
Le GW0072 (voir figure 7), un nouveau ligand des PPARgamrna, s’est
montré un agoniste partiel dans les essais de transactivation et un inhibiteur de
la différenciation des adipocytes dans les cultures cellulaires (206). Il
représente 15-20% de l’efficacité de la rosiglitazone. Son abilité réduite à
recruter les coactivateurs (protéines CBP et SRC1) au récepteur est responsable
de sa faible efficacité (206).
Les scientifiques chez Merck ont décrit également un agoniste partiel et
irréversible des PPARgarnma, le L-764406 (75). Cet agoniste partiel est
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capable de se lier à la cystéine 285 sur l’hélix 3 des PPARgamma 1 (Cys 313
pour PPARgamma 2) par une liaison covalente (127). Dans les essais de
transactivation, le L-764406 (voir figure 7) présente approximativement 25%
de l’activité maximale obtenue avec les TZDs (127).
Le GW9662 (voir figure 7), un antagoniste sélectif et irréversible des
PPARgarnma dont l’activité a été testé au niveau des macrophages (127, 268).
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Figure 7. Structures de quelques agonistes partiels et antagonistes des
PPARgarnma
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3-Préconditionnement ischérnique:
3. 1-Definition:
En 1986, Murry et cou, ont été les premiers à étudier le phénomène du
préconditionnement ischémique (PCI). Ils ont pu démontrer que de brèves
périodes d’ischémie sont capables de protéger le coeur contre un long infarctus
sévère (40 mm, débit: O rnl/rnin) (198). Le PCI est une sorte d’adaptation
myocardique, ce phénomène conduit à une limitation de la nécrose du
myocarde, une diminution de la sévérité des arythmies et du dysfonctionnement
contractile postischémique (8, 198).
Kuzuya et coll. ont montré qu’une protection «biphasique» a été induite
par une ischémie/reperfusion brève : la première est une phase immédiate
correspondant au préconditionnement conventionnel (défini précédemment) ; la
seconde phase est tardive survenant après une certaine période réfractaire
d’environ 24 heures. Cette phase s’exprime également, en l’absence de toute
autre intervention intercurrente, par une limitation significative de la taille de
l’infarctus (157). Marber et coll. ont appelé cette phase de protection retardée
«seconde fenêtre de protection» ou «préconditionnernent tardif» (185).
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3.2-Mécanisme d’action:
Plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans le phénomène du
PCI (protéines G, protéines kinases C et activation de la phospholipase) ainsi
que plusieurs transmetteurs (bradykinine, endothéline et acétylcholine) (il).
Dernièrement, il a été démontré que le PCI recrutait la PKC epsilon et que cette
dernière confiait une cardioprotection via l’activation de la sphingosine kinase
au niveau myocardique (139).
Plusieurs médiateurs capables d’induire un préconditionnement ont été
identifiés, ces médiateurs varient selon les espèces animales utilisées. Une
même approche pharmacologique a été utilisée par tous les auteurs. Elle
consiste à démontrer : (1) que lorsqu’un antagoniste du récepteur testé est
administré avant et/ou pendant les ischémies brèves inductrices chez les
animaux préconditionnés, il abolit la limitation de taille de l’infarctus; et (2)
qu’un agoniste dudit récepteur est capable d’induire à lui seul un
préconditionnernent s’il est administré à la place des ischémies brèves
inductrices. Cette démonstration a été effectuée pour les récepteurs opioïdes, les
récepteurs OEl-adrénergiques, les récepteurs ET1 de l’endothéline, les canaux
KATp, les récepteurs de l’adénosine (Ai, A3), les récepteurs 32 de la
bradykinine, les récepteurs AT1 de l’angiotensine, les récepteurs sensibles à
l’étirement, les récepteurs M2-muscariniques (7, 289, 307). Il est important de
noter que l’administration d’un bloqueur des canaux KATp, le glibenclamide,
abolit l’effet du préconditionnernent observé suite à 1’ administration
d’agonistes des récepteurs Al de l’adénosine, des récepteurs de l’endothéline et
des mécanorécepteurs sensibles à l’étirement. Cela suggère que la protection
myocardique induite par l’activation de ces récepteurs passe par l’activation
secondaire des canaux KATp.
La protéine-kinase C (PKC) semble être le candidat théorique pour faire
le lien entre le(s) récepteur(s) membranaire(s) activé(s) et l’effecteur KATp.
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Plusieurs travaux ont soutenu l’hypothèse suggérant l’implication de la PKC
dans le préconditionnement. Une ischémie brève provoque la translocation de la
PKC du cytosol vers la membrane cellulaire du cardiomyocyte chez le rat
(258). Speechly et coli. ont utilisé le modèle de coeur de rat isolé. Ils ont
rapporté la possibilité de bloquer l’effet protecteur du préconditionnement par
administration de chéléréthrine (inhibiteur de la PKC) ou de reproduire cet effet
en administrant le diacylglycérol (DAG), un activateur de la PKC (253). Une
étude faite chez le lapin, par Ytrehus et coll. a pu démontrer que
l’administration in vivo d’un inhibiteur (non spécifique) de la PKC, la
staurosporine, pouvait empêcher le préconditionnement (303). Ces mêmes
auteurs ont montré, en utilisant le modèle du coeur de lapin isolé, qu’un
activateur de la PKC, le PMA (4-phorbol-12-rnyristate- 13 acétate) pouvait
induire un préconditionnement. Il est par ailleurs établi que la plupart des
différents récepteurs membranaires précédemment cités sont couplés à la PKC.
Enfin, la PKC peut régler l’activité des canaux KATp. Plusieurs études faites
récemment sur des cardiomyocytes ventriculaires de lapin, ont pu démontrer
l’implication de la PKC dans la régulation de l’activité des canaux KATp (129,
175). Liu et coil. ont également observé que l’activation de la PKC entraîne une
augmentation du courant IKATp induit par l’administration de pinacidil ou par
inhibition métabolique (178). En théorie, il est donc envisageable que la PKC,
qui est reliée aux différents récepteurs précités et règle en partie l’activité des
canaux KATp, joue un rôle important dans le préconditionnernent. Le rôle précis
de la PKC dans le préconditionnement reste toutefois à établir. La
démonstration d’une différence de translocation de la PKC au cours de
l’ischémie prolongée entre myocardes témoins et préconditionnés n’est pas
faite. La PKC comporte en fait de nombreuses isoformes, variables selon les
espèces et les tissus, dont le rôle respectif dans le préconditionnernent
myocardique reste à établir. Cependant, Ping et coll. ont montré récemment,
dans un modèle de lapin éveillé, préconditionné, que de brefs épisodes
d’ischémie/reperfusion augmentent de manière sélective la translocation du
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cytosol vers la membrane des isofonues myocardiques Z et (219). La plupart
des travaux impliquant la PKC, sur la base de l’utilisation de ses inhibiteurs et
de ses activateurs, n’ont pas mesuré l’activité de l’enzyme. La PKC
phosphoryle d’autres protéines comme les MAPK, les MAPKK (MAFK
kinases), qui pourraient aussi jouer un rôle dans cette protection myocardique.
En somme, des travaux complémentaires sont nécessaires pour préciser la place
de la PKC dans le mécanisme du préconditionnement.
Les canaux KATp jouent un rôle clé dans le PCI (210). Plusieurs études
ont démontré que les stimulateurs de l’ouverture des canaux potassiques
(exemples: cromakaline, bimakaline, nicorandil, diazoxyde) induisaient une
cardioprotection, tandis que les bloqueurs de ces canaux (exemple: 5-
hydroxydecanoate, glibenclarnide) inhibaient cette cardioprotection (105). Ces
canaux ont été premièrement décrits au niveau du sarcolème des
cardiomyocytes (204). Les courants sortant de ces canaux peuvent diminuer la
durée du potentiel d’action, réduire l’influx calcique, préserver l’ATP et réduire
la consommation de l’énergie durant l’ischémie tout en préservant la respiration
mitochondriale et le métabolisme cellulaire (42). Un canal KATp présent au
niveau de la membrane interne des mitochondries a été également impliqué
dans la cardioprotection au cours de l’ischémie/reperfusion (8, 89, 90, 91). Les
activateurs sélectifs du mitoKATp ont montré un effet fortement cardioprotecteur
du préconditionnement rnyocardique (104). Récemment, la localisation d’un
canal Ka à conductance élevée impliqué dans la cardioprotection contre
l’ischémie/reperfusion a été localisée au niveau de la membrane interne des
mitochondries (297). L’ouverture de ces deux canaux augmente la prise du
potassium requis pour un fonctionnement optimal de la phosphorylation
oxydative (155). La lidocaïne est un bloqueur des canaux sodiques et est
utilisée comme traitement anti-arythmique chez des malades coronariens. La
lidocaïne testée chez les rats, a pu empêcher l’effet bénéfique du PCI à des
doses thérapeutiques par blocage des canaux KATp. Pour cela, la lidocaïne
pourrait présenter un risque potentiel chez les patients présentant une maladie
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cardiaque coronarienne (209). Ceci peut expliquer l’augmentation du taux de
mortalité chez les patients présentant un infarctus myocardique et traités par
lidocaïne comme traitement prophylaxique (8).
Les rnPTP (mitochondrial permeability transition pore) sont un complexe de
multiprotéines formé au niveau des sites de contacts entre les parois internes et
externes des mitochondries (131). L’ouverture de ces pores induit l’apoptose et
la nécrose (57, 156). Ces pores s’ouvrent durant les premières minutes de la
reperfusion (101, 102), cela ayant pour effet d’endommager le myocarde (102,
103, 10$). Le blocage de l’ouverture des mPTP confie une cardioprotection
similaire a celle du PCI (114, 115, 138). L’hypothèse que l’activation des Ka
est impliquée non seulement dans la cardioprotection contre
l’ischémie/reperfusion mais également dans la cardioprotection du PCI a été
testée par Cao et coll. (42). Cette étude a démontré que les Ka sont réellement
impliqués dans la cardioprotection du PCI et que ce mécanisme impliquait le
blocage des mPTP (42).
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Figure 8. Schéma proposé par Yellon M. et Downey 1M pour un PCI classique
(YelÏon M et Downey 1M 2003). Le récepteur opioïde delta ainsi que le
récepteur a la bradykinine B2 se couplent à la protéine kinase C (PKC) et à la
tyrosine kinase (TK) via 1) la phosphoinositol (PI)-3 kinase, 2) les canaux
KATP mitochondriaux et 3) les radicaux d’oxygène, alors que l’adénosine
Al/A3 s’y lie directement. Les kinases agissent alors sur l’effecteur final,
possiblement sur les KATP mitochondriaux directement afin de prévenir
l’ouverture d’un pore mitochondrial de transition.
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Le phénomène, appelé «seconde fenêtre de protection» ou
préconditionnernent tardif, a été moins étudié que le préconditionnement
précoce. Il semble conférer une protection de nature parfois différente. Sun et
coll. ont montré, sur le modèle du porc éveillé, que le préconditionnement
retardé protège contre la sidération rnyocardique (rnyocardiat stunning) mais
pas contre l’infarctus (262). Cette protection est donc en miroir par rapport au
préconditionnement précoce qui limite la taille de l’infarctus mais n’atténue par
le stunning. Le mécanisme de cette protection retardée reste très mal connu.
Naturellement, son délai d’apparition a fait évoquer une relation avec la
nécessité d’une synthèse de novo de protéines ou des modifications post
traductionnelles de l’activité de certaines protéines. Les candidats évoqués sont
les proto-oncogènes, les antioxydants intracellulaires, les protéines de stress ou
encore la monoxyde d’azote synthase (NOS). La protéine HSP7O inductible
(HSP7Oi) a été la plus étudiée; le contenu myocardique d’ARNm d’HSP7Oi est
augmenté après une agression ischérnique brève (71). La transfection d’H$P70
humaine dans le coeur de rat augmente la tolérance à une ischérnie prolongée
(263). Ces études suggèrent mais ne prouvent pas le lien de cause à effet entre
ces protéines et la protection conférée ; en effet, il faudrait démontrer que le
blocage de la synthèse d’H$P70 empêche l’effet cardioprotecteur observé chez
des animaux préconditionnés. Malgré tout, les voies de signalisation cellulaire
activant la synthèse de HSP7O semblent en partie communes avec celles
impliquées dans le préconditionnernent précoce. En particulier, l’activation de
la PKC semble aussi intervenir dans le préconditionnernent retardé.
L’administration de chélérythrine (inhibiteur de la PKC) pendant la phase
d’induction empêche l’apparition de la protection retardée chez le lapin (10). Le
lien entre PKC et les protéines éventuellement impliquées dans la seconde
fenêtre de protection reste cependant à détenniner. Enfin, récemment, Bolli et
coll. ont montré, dans un modèle de préconditioimement tardif chez le lapin
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éveillé, que le NO peut être à la fois un inducteur et un médiateur de la
protection (27).
3.3-Les conséquencesfoitcionnettes du préconditionnement
Le préconditionnernent réduit de façon importante l’étendue de la taille de
l’infarctus. Il est donc possible qu’il atténue également les phénomènes
délétères associés à l’ischérnie et à la reperfusion les arythmies ventriculaires
et le dysfonctionnement contractile postischémique.
3.3.1-La réduction des arythmies ventriculaires:
Shiki et Hearse ont démontré que le préconditionnement limite de façon
significative l’incidence des arythmies ventriculaires (tachycardie et fibrillation
ventriculaires) chez le rat (24$). Cet effet anti-arythmique est transitoire son
existence dans les autres espèces animales reste à établir. Vegh et coil. ont
montré que le préconditionnement limite l’incidence des tachycardies et des
fibrillations ventriculaires chez le chien (28 5). Cependant, ces travaux ne
peuvent être considérés comme concluants puisque les auteurs n’ont pas mesuré
le débit collatéral myocardique ni la taille de la zone à risque qui sont des
déterminants principaux des arythmies ventriculaires dans ce modèle. Il a été
récemment montré que, contrairement à ce qui a été observé chez le rat, le
préconditionnement ne limite pas l’incidence des arythmies ventriculaires chez
le porc. De plus, il a des effets potentiellement délétères puisqu’il abaisse le
seuil de fibrillation ventriculaire, diminue la durée du potentiel d’action et
accélère la survenue de fibrillation ventriculaire au cours de l’ischérnie
prolongée (211). Cependant, sur ce modèle, l’arythmie observée suite au
préconditionnernent n’est pas dû à l’activation des canaux KATp qui sont
impliqués dans la diminution de la taille de l’infarctus par le
préconditionnement dans certaines préparations expérimentales (233). En
somme, l’effet anti-arythmique du préconditionnernent reste incertain dans les
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espèces autres que le rat et les mécanismes de l’effet dupréconditionnement sur
l’arythrnogenèse ventriculaire demandent à être précisés.
3.3.2-L ‘atténuation de ta fonction contractile yost-ischéntigue
La fonction du ventricule gauche est un déterminant essentiel du pronostic vital
après infarctus. L’analyse des effets du préconditionnement sur la récupération
fonctionnelle post-ischémique est complexe mais peut se résumer à deux
questions (1) le préconditionnement améliore-t-il le dysfonctionnement
contractile régional après infarctus du myocarde ? (2) Cet effet est-il dû à un
effet propre du préconditionnement sur la contractilité ou est-il seulement lié à
la diminution de l’étendue de la zone infarcie ? L’amélioration de la fonction
systolique post-ischémique semble, sur le plan expérimental, dépendre de la
diminution de la taille de l’infarctus, les animaux préconditionnés récupérant
mieux parce qu’ils ont des infarctus plus petits (53, 222). De plus, le
préconditionnement ne semble pas avoir d’effet bénéfique propre sur la
contractilité. En effet, les coeurs de chiens ayant subi une occlusion coronaire
de 15 minutes (n’induisant pas de nécrose) ont une fonction contractile post
ischémique semblable qu’ils aient ou non été préconditionnés (212).
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4. Cannabinoïdes:
4.1-Définition:
La plante Cannabis Sativa ou Chanvre Indien est utilisée depuis plus de
4000 ans pour traiter divers signes ou maladies : la migraine, l’épilepsie, le
glaucome, la douleur, les crampes musculaires. De cette plante a pu être extrait
le Cannabis ou marijuana, utilisé de manière illicite. Le composé principal du
cannabis est le delta9-tétrahydrocannabinol (delta9-THC). Cette substance agit
sur des récepteurs spécifiques (les récepteurs cannabinoïdes). Les
cannabinoïdes présentent plusieurs propriétés: analgésique, anti-inflammatoire,
et immunosuppressive (188). L’ensemble de composés lipidiques naturels et
synthétiques qui exercent des effets similaires à ceux du cannabis, est appelé
cannabinoïdes
4.2-Les cannabinoïdes et leurs récepteurs
Deux récepteurs ont été clonés et séquencés:
Les CB1 (94, 186), principalement représentés dans le système nerveux
central et tout particulièrement dans le cortex cérébral, le striatum,
l’hippocampe et le cervelet (120, 277) Bien qu’ils soient exprimés dans
les astrocytes en culture primaire (239, 240), les CB1 sont
majoritairement neuronaux (66). L’ARNrn des CB1 a été démontré au
niveau de certains tissus périphériques (88) ; pourtant les études de
liaison (radioligand) sur des tissus périphériques se sont montrées
négatives pour les sites de liaison aux cannabinoïdes (181). La présence
des récepteurs CB1 a été caractérisée par des méthodes
pharmacologiques au niveau des nerfs cholinergiques périphériques et
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au niveau des afférents sensoriels (56, 229, 230). Leur présence au
niveau cardiaque a été démontré par immunobuvardage (Western blot)
(29).
Les CB2 (196) présentent 44% d’homologie avec les CBÏ (50).
Principalement exprimés au niveau de certaines cellules du système
immunitaire (196) dont la microglie (288) ils seraient responsables des
effets immunomodulateurs des cannabinoïdes (149, 259). Les taux
d’ARNrn des CB2 sont très élevés au niveau des cellules B, des tueuses
naturelles (natural kiÏlers), les monocytes et des cellules T (8$). Les
souris déficientes en C32 présentent des troubles au niveau du système
immunitaire, reliés à un dysfonctionnement des macrophages (34).
La découverte de récepteurs (endogènes) au cannabis (exogène) a conduit à
l’identification de composés lipidiques endogènes qui se lient sélectivement sur
ces récepteurs cannabinoïdes, tant dans le cerveau que dans les tissus
périphériques. Ces ligands, agonistes des récepteurs, sont appelés les
endocannabinoïdes. Les cannabinoïdes naturels et synthétiques ont le potentiel
de réduire la nociception, l’inflammation et la douleur due à l’inflammation
(188).
Les récepteurs CB 1 et CB2 ont été caractérisés et clonés, ils se diffèrent par
leur séquence acides aminés, leur distribution tissulaire, leurs rôles
physiologiques et leurs mécanismes de signalisations. Les récepteurs CB 1 sont
surtout impliqués dans l’analgésie, tandis que les récepteurs CB2 sont
impliqués le plus dans l’inflammation (34, 56).
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4.3-Mécanisme d’action:
Les récepteurs aux cannabinoïdes font partie de la superfamille des
récepteurs à 7 passages transmembranaires couplés aux protéines G (66, 216).
Par ce couplage, les récepteurs CB1 et CB2 inhibent l’adénylate cyclase et
diminuent ainsi les taux intracellulaires d’AMP cyclique (94, 186, 251). La
stimulation des récepteurs CB1 active de nombreuses voies de signalisation
intracellulaire dans le système nerveux central (63, 65, 67, 283) et régule la
fonction de canaux ioniques en activant certains canaux potassiques (60) et en
inhibant certains canaux calciques (183), diminuant ainsi l’excitabilité
neuronale. Cette régulation des canaux ioniques et la localisation pré-
synaptique préférentielle des récepteurs CB 1 expliquent les effets inhibiteurs
des cannabinoïdes sur la libération de neurotransmetteurs (66). Une grande
variété de kinases intracellulaires sont activées suite à l’activation des
récepteurs aux cannabinoïdes, Citons les MAPKs : ERK 1 et 2 (extracellular
signaÏ-reguÏated kinases type I et 2,) (28, 67), p38 MAPK (63), JNK (JUNN
terminal kinase,) (236), PKB ou Akt (protein kinase B) (101) et fAK (focal
adhésion kinase) (64).
Deux études ont été réalisées sur des souris dont le gène codant pour le
récepteur CB1 a été invalidé (166, 308). Ces études ont donné des résultats
discordants vis-à-vis de l’activité des souris (166, 308). Malgré ces résultats
discordants, les effets des cannabinoïdes naturels et synthétiques sur le système
nerveux central disparaissaient complètement ou quasi-complètement chez les
de souris pour les deux études, ce qui montre que le récepteur CB1 est bien le
principal récepteur cannabinoïde présent dans le système nerveux central.
Certains travaux ont toutefois rapporté que l’effet des cannabinoïdes peut être
médié par des récepteurs autres que les CB1 et CB2. Aucun récepteur CB3 n’a
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jusqu’à présent été cloné. La présence d’un isoforme CBIa du récepteur CB1 a
été également démontrée, CB 1 a possédant des propriétés pharmacologiques
similaires au CB1 (231, 232).
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4.4-Ligands endogènes:
L’expérience des chercheurs avec les récepteurs opioïdes et les
enképhalines les a habitués à l’idée qu’à chaque fois qu’un récepteur est présent
dans le corps des facteurs endogènes pouvant activer ce récepteur y sont
présents également. Dès que les récepteurs aux cannabinoïdes ont été décrits,
des recherches concernant leurs ligands endogènes naturels ont commencé. Les
chercheurs ont supposé que les ligands endogènes aux récepteurs
cannabinoïdes, comme les autres neurotransmetteurs et les autres
neuromodulateurs, sont sécrétés du tissu cérébral d’une manière dépendante du
calcium (267). En suivant cette hypothèse, Howlett et coll. ont incubé des
tranches cérébrales de rat en présence d’un calcium ionophore (pour marquer le
CP-55940, un agoniste cannabinoïde) et ont déterminé si le milieu d’incubation
contenait ou non un facteur qui déplaçait la liaison du CP-55940 marqué, aux
membranes cérébrales. Ces études ont pu démontrer que certainement une
activité cannabinoid-like a été sécrétée par les tranches cérébrales stimulées.
Les quantités minimes de ce facteur n’ont pu permettre aux chercheurs
d’élucider sa structure chimique (78, 79).
Devane, Mechoulam et coil. (70, 190), ont adopté une stratégie
différente. Ils pensaient que les endocannabinoïdes peuvent être aussi
hydrophobes que le delta9THC (voir figure 10). Ils ont mis des cerveaux
porcins dans un solvant organique (le toluène) pour obtenir un extrait lipidique,
ils ont ensuite fractionnés l’extrait lipidique par des techniques
chromatographiques tout en mesurant l’activité de liaison cannabinoïde. Cette
approche a été un grand succès, les chercheurs ayant pu isoler un agent
lipidique cannabinoid-like, le caractériser par spectrophotométrie de masse et
par spectroscopie magnétique et nucléaire de résonance. Cet agent était un
éthanolamide de l’acide arachidonique, nommé anandarnide.
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Figure 9. Synthèse, libération et dégradation de l’anandamide (Derkinderen P et
al 2004).l’anadarnide est produit après hydrolyse d’un précurseur lipidique de la
membrane plasmique, par une phospholipase. Dans l’espace intercellulaire,
l’anandarnide peut activer les recepteurs CB1. L’activation de ces récepteurs
régule de nombreuses voies de signalisation intracellulaires, active les canaux
potassiques et inhibe les canaux calciques. Le 5R141716A est un antagoniste
spécifique des récepteurs CB1. Uinactivation de l’anandarnide se fait grâce à
l’action couplée d’un transporteur spécifique (TA, transporteur de l’anadamide)
et d’une amidohydrolase (FAAH, fatty acid amino hydrolase) liée à la
membrane plasmique. Un inhibiteur du transport de l’anandamide, l’AM404 est
disponible. L’anadamide, sous l’effet de la FAAH, est hydrolysé en acide
arachidonique et ethanolamine.
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La synthèse chimique de l’anandarnide a confirmé son identification
structurale et a permis la caractérisation de ses propriétés pharmacologiques
(85). In vitro et in vivo, les tests ont montré une grande similarité d’action entre
l’anandarnide et les drogues cannabinoïdes (267). L’anandamide réduit la
contraction éléctrogénique chez la souris et reproduit toutes les réponses
observées avec le delta9THC in vivo. Chez le rat l’anandamide était capable de
produire une analgésie, une hypothermie et une hypomotilité. Cependant, ces
effets peuvent ne pas être exclusivement dus suite à l’activation seule des
récepteurs cannabinoïdes. En réalité, l’anandamide est métabolisé en acide
arachidonique qui peut être converti en une grande variété d’eicosanoïdes
biologiquement actifs (267). Plusieurs études ont démontré que l’anandarnide
est sécrété par les neurones cérébraux d’une façon dépendante de l’activité (72,
97). Les voies biochimiques de formation et d’inactivation de l’anandamide au
niveau du système nerveux central ont pu être également élucidé (14, 37, 54,
72). Pour cela, l’anandamide a tous les critères pour être défini comme une
substance cannabinoïde endogène (267).
En 1992, Devane, Mechoulam et coll. (189) ont rapporté que plusieurs
fractions lipidiques extraites du cerveau des rats contenaient une activité de
liaison cannabinoïde, en plus de celle attribuable à l’anandamide. En
caractérisant ces fractions, ils ont découvert que certaines d’entre elles
contenaient des acides gras insaturés éthanolamides similaires à l’anandarnide
(exemple: eicosatrienoylethanolamide), alors que d’autres étaient composées
d’un lipide différent, le sn-2-arachidonyl-glycérol (2-AG) (189). Sugiura et
colI. ainsi que Stella et col!. (261, 255, 256) sont arrivés indépendamment à la
même conclusion que les acides gras polyinsaturés éthanolamides qui sont très
similaires structurellement à l’anandamide doivent reproduire ses même effets.
Le 2-AG (voir figure 10) est présent au niveau du cerveau à des
concentrations beaucoup plus élevées que l’anandamide, il peut lier les
récepteurs CB 1 et CB2 avec une même affinité, c’est un agoniste complet des
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récepteurs CB1, tandis que l’anandamide se comporte comme un agoniste
partiel (267).
Les acides gras éthanolamides n’interagissant pas avec un récepteur
cannabinoïde connu:
Le précurseur de l’anandarnide, le N-arachidonyl palmitoyléthanolamide,
appartient à la famille des dérivés N-acétylés qui contient une variété d’acides
gras saturés et insaturés qui sont à leur tour liés à un éthanolamine, d’où
correspond le nom fatty acid ethanoÏamide (FAE) (267). Ces composés ne lient
pas les récepteurs C3 1 mais ils jouent un rôle important dans plusieurs de
fonctions biologiques. Ils ont également beaucoup d’effets remarquables (267).
In vivo, le palmitoyléthanolamide PEA exerce un profond effet analgésique et
anti-inflammatoire. Ceci a été attribué à sa capacité de lier un site récepteur qui
a une affinité pour l’antagoniste SR144528, antagoniste préférentiel des
récepteurs CB2 (38, 80, 135, 187). L’identité moléculaire de ce site demeure
inconnue, mais il est peut être différent du récepteur CB2 pour lequel le gène a
été cloné (196). Le PEA est trouvé à des taux élevés au niveau de la peau et
d’autres tissus. Avec l’anandamide, le PEA peut participer au contrôle
périphérique de l’initiation de la douleur (38).
Malgré sa similarité chimique avec le PEA (voir figure 10),
l’oléoyléthanolamide OEA présente une faible propriété analgésique (39). Il été
suggéré que l’OEA peut être impliqué dans la régulation de l’appétit (234).
• Autres agonistes endogènes des récepteurs aux cannabinoïdes:
Une série d’analogues structuraux de l’anandamide avec une activité au
niveau des récepteurs cannabinoïdes a été isolée du tissu cérébral. Ces
composés, qui incluent I’ eicosatriénoyléthanolamide et le
docosatétraenoyléthanoÏamide (111), peuvent être générés par la même voie
enzymatique que l’anandamide mais en plus petites quantités.
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Récemment, deux ligands endogènes probables des récepteurs
cannabinoïdes très distincts des acides gras polyinsaturés éthanolamides et du
2-AG ont été identifiés au niveau cérébral: le 2-arachidonyl-glycerol-ether ou
noladine éther (voir figure 10) (110) et le 0-arachidonyl-éthanolamine ou
virodharnine (221). La noladine éther a été isolée du cerveau de porc et a été
identifiée en utilisant une combinaison de spectrophotométrie de masse, de
résonance magnétique nucléaire et de synthèse chimique. La noladine lie les
récepteurs CB 1 avec une grande affinité (constante de dissociation KD 21 nM)
et produit des effets cannabinoïd-like chez la souris in vivo (sédation,
immobilité, hypothermie et antinociception) (110). La virodhamine (voir figure
10) a été identifiée au niveau du cerveau chez le rat par spectrophotométrie de
masse et par synthèse chimique, elle s’est montrée capable d’activer faiblement
les récepteurs CB 1 dans une essai de liaison marquée radioactivernent au
guanosine5 ‘-O-(3 -thiotriphosphate) ($-labeÏed guanosine5 ‘-O-(3-
thiotriphosphate) (GTPS) binding assay), elle s’est également comportée
comme agoniste partiel (221). La virodhamine était capable de diminuer la
température corporelle chez la souris bien qu’elle soit moins efficace que
l’anandamide (221). Il faut par contre tenir compte d’un facteur important dans
ces études, c’est que la virodhamine en milieu aqueux est instable et rapidement
convertie en anandamide (voir figure 10). La formation et l’inactivation de ces
molécules ainsi que leur effets physiologiques sont sujets à de nombreuses
investigations ($1).
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Figure 10. Structures de quelques acides gras éthanolamides et
d’ endocannabinoïdes
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4.5-La sécrétion, te transport et ta dégradation des endocannabinoïdes:
Les endocannabinoïdes ont en commun de ne pas être, à proprement
parler, des neurotransmetteurs. En effet, il a été montré que l’anandarnide et le
2-AG, contrairement aux neurotransmetteurs, ne sont pas stockés dans des
vésicules synaptiques, mais sont produits suite à une demande après clivage de
précurseurs lipidiques présents dans les membranes plasmiques (20, 21, 36, 37).
Le 2-AG et l’anandamide sont des molécules hydrophobes et leur passage en
milieu extracellulaire aqueux ne doit pas être facile. Des expériences ont montré
que 40% du précurseur de l’anandamide, le N—arachidonoyl PE, est localisé au
niveau de la surface cellulaire (37), on y trouve également des précurseurs du 2-
AG comme le phosphoinositol phosphate et le phosphoinositol biphosphate
(272). Ceci suggère que ces deux endocannabinoïdes peuvent être générés au
niveau de la membrane plasmique (267). Comme pour les autres composés
lipidiques, leur diffusion peut se faire d’une façon passive ou peut être facilitée
par des protéines pouvant lier les lipides comme les lipocalins (4). L’existence
de différentes voies de synthèse de l’anandamide et du 2-AG suggère que ces
deux endocannabinoïdes peuvent, en principe, opérer indépendamment l’un de
l’autre. Cette idée est supportée par trois découvertes:
1- Premièrement, la stimulation électrique des tranches de l’hippocampe
augmentait les taux de 2-AG mais pas ceux de l’anandamide (256).
2- L’activation des récepteurs à la doparnine D2 au niveau du striatum induisait
la sécrétion de l’anandamide mais pas du 2-AG (98).
3- L’activation des récepteurs NMDA au niveau des neurones corticaux en
culture augmentait les taux de 2-AG mais n’avait aucun effet sur la formation
de l’anandamide, qui requiert en effet la stimulation des récepteurs Œ-7
nicotiniques et des récepteurs NMDA en même temps (255).
Jusqu’à présent, il n’est pas clair si la génération d’un type particulier
d’endocannabinoïde est relié aux différences régionales corporelles ou à
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certains mécanismes reliés à l’activation de récepteurs spécifiques ou les deux
(267).
Nous avons pu déterminer pour l’anandamide un système de recaptage
spécifique et une enzyme de dégradation constituant un système de dégradation
efficace. Le transporteur de l’anandamide n’a pas été cloné, mais son
importance physiologique a été montrée grâce à l’utilisation d’un inhibiteur,
l’AM-404, qui potentialise les effets analgésiques de l’anandarnide (13, 14).
Une fois dans la cellule, l’anandamide est immédiatement dégradée en acide
arachidonique et éthanolamine par une fatty Acid Amide Hydrolase (FAAH),
qui été purifiée et clonée (54). De façon remarquable, cette enzyme est
essentiellement présente dans les régions cérébrales riches en récepteurs CB1
telles le cortex, l’hippocame, le striatum et le cervelet (271).
Plusieurs études ont investigué la possibilité que le 2-AG et
l’anandamide soient transportés par les mêmes mécanismes (12, 20). Bien que
ces deux molécules semblent utiliser au moins un système de transport en
commun, leur transport peut être affecté par leur taux de dégradation
intracellulaire (267).
Le fait que la FAAH catalysait l’hydrolyse du 2-AG et de l’anandamide
a suggéré l’hypothèse que la FAAH est également responsable de l’élimination
des deux endocannabinoïdes. Cependant, une évidence semble affaiblir cette
hypothèse. En effet, les inhibiteurs de l’activité de la fAAH n’avaient aucun
effet sur l’hydrolyse du 2-AG marqué (3H)2-AG; bien que ces inhibiteurs aux
mêmes concentrations ont pu inhiber complètement la dégradation de
l’anandamide (12). En plus, l’hydrolyse du 2-AG a pu être préservée chez les
souris invalidées fAAH-/-. Chez ces souris, on a remarqué qu’il n’y a pas eu
dégradation de l’anandamide endogène ou exogène (174). En accord avec ces
résultats, une activité 2-AG hydrolase différente de la FAAH a été identifiée et
partiellement purifiée du cerveau de porc (100). Le plus probable, c’est que
cette activité correspond à la monoglycéride lipase (MGL), une enzyme
cytosolique (sérine hydrolase) qui peut convertir les 2- et les 1 -monoglycérides
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en acides gras et glycérol (144). Plusieurs découvertes supportaient cette
conclusion (73). L’expression hétérologue cérébrale de MGL chez le rat a
montré une forte activité hydrolysante le 2-AG, sans aucun effet sur la synthèse
du 2-AG ou sur la dégradation de l’anandarnide. L’ARNm et la protéine de la
MGL sont discrètement distribués au niveau cérébral chez le rat, avec une plus
grande concentration dans les régions où les récepteurs CB1 sont présents (73).
4.6-Relation structure - activité:
L’anandamide et le 2-AG partagent plusieurs points structuraux en
conirnun:
• Une chaîne d’acides gras fortement hydrophobe
• Un amide (anandamide), ou un ester (2-AG)
• Un groupe d’extrémité polaire
Les modifications systématiques au niveau de la chaîne de carbone hydrophobe
indiquent que les éléments structuraux nécessaires pour la reconnaissance du
substrat par le transporteur de l’anandarnide peuvent être différents de ceux
nécessaires pour sa transiocation (267). La reconnaissance du substrat peut
exiger au moins la présence d’une double liaison Cis au milieu de la chaîne
d’acides gras, indiquant ainsi sa préférence pour des substrats (ou inhibiteurs
compétitifs) avec une chaîne d’acides gras qui peuvent adopter des
changements conformationnels en U (220). Cependant, un minimum de quatre
doubles liaisons Cis non conjuguées peuvent être requis pour la translocation,
suggérant que la conformation d’épingle fermée est nécessaire pour que les
substrats soient transportés à travers la membrane (220). Les études de modèles
moléculaires ont montré que le transport de substrats, comme l’anandamide et
le 2-AG, obéit aux deux conformations à faible énergie, épingle ou étendue
(220). Cependant, les conformations étendues et pas épingles peuvent être
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thermodynarniquernent favorisées pour les pseudo-substrats comme
l’oléoyléthanolarnide, qui peut déplacer le (3H) anandarnide du transport sans
qu’il soit intemalisé (220, 227).
Les effets des modifications des groupes d’extrémités sur le transport de
l’anandamide a été également investigué (137, 220). Les résultats suggèrent que
la reconnaissance du ligand peut être maintenue même si le groupe de tête est
enlevé (exemple: arachidonarnide) ou remplacé par un groupe substantiel
(exemple: AM404) ou même quand des liaisons esters remplacent les liaisons
amides (exemple: 2-AG). Apparemment, la reconnaissance d’un ligand est
particulièrement favorisée en remplaçant le groupe éthanolamide par un groupe
hydroxyphényl (exemple: AM404 et son dérivé, le N-(2-methyl-4-hydroxy-
phényl) arachidonamide) (14, 62) ou par un groupe furane (180).
De nombreuses investigations structure-activité systématiques ont
identifié les éléments nécessaires pour la reconnaissance du substrat par FAAH.
Premièrement, FAAH accommode une grande variété de substrats acides gras
amides, mais la diminution du nombre des doubles liaisons dans la chaîne
d’acides gras résulte généralement en une diminution du taux d’hydrolyse (25,
26). En plus, le remplacement de la partie éthanolamine avec un amide primaire
produit d’excellents substrats (160). Par exemple, le taux d’hydrolyse de
l’arachidonamide est 2 à 3 fois plus grand que l’anandarnide (25, 158). Les
dérivés de l’anandamide contenant un azote tertiaire dans leur partie
éthanolamine sont des faibles substrats de la FAAH (160). L’introduction d’un
groupe méthyl sur les positions C2, CLou C2’ de l’anandamide produit des
analogues qui sont résistants à l’hydrolyse. Cette résistance est probablement
due à 1’ augmentation de 1’ encombrement stérique autour du groupe carbonyl (1,
160). La reconnaissance du substrat par le site actif de la FAAH est
stéréosélectif, au moins pour les dérivés d’acides gras éthanolamide contenant
un groupe méthyl sur les positions Cl’ ou C2’ (1, 160). Finalement, les esters
d’acides gras comme le 2-AG peuvent aussi être d’excellents substrats pour
l’activité FAAH in vitro (100, 214).
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4.7-Effets des cannabinoïdes:
4. 7.1-Effets analgésiques des cannabinoïdes:
L’analgésie est un effet des cannabinoïdes très bien documenté aussi
bien au niveau animal qu’humain, cet effet impliquant des mécanismes
multiples (215). Les récepteurs CB1 médient les effets analgésiques des
cannabinoïdes, ces effets peuvent être inhibés par un antagoniste sélectif de ces
récepteurs (216). Les cannabinoïdes potentialisent l’effet analgésique des
opioïdes en activant les récepteurs kappa-opioïdes (216). L’ anandarnide, un
dérivé cannabinoïde, exerce des effets analgésiques qui paraissent indépendants
de l’activation des récepteurs CB1 (216). Des faibles doses de cette substance
produisent une hyperalgésie et des fortes doses produisent une analgésie (216).
Les effets sur la sécrétion de certaines cytokines pro ou anti-inflammatoires
peuvent contribuer aux effets antinociceptif des agents cannabinomimétiques
(216). Ces mécanismes d’action multiples peuvent expliquer la large utilisation
du cannabis par des patients présentant des maux chroniques (216). Une étude
faite récemment au Canada a montré que 10% des patients présentant des maux
chroniques utilisent le cannabis (290).
4. 7.2-Effets des cannabinoides sur te systènte immunitaire:
Les cannabinoïdes peuvent induire ou arrêter la prolifération cellulaire
(182). A faibles concentrations, ils inhibent la prolifération des cellules B, cet
effet étant médié par les récepteurs CB2. A fortes doses, ils induisent l’apoptose
des cellules B (216). A cause de cet effet proapoptotique, les cannabinoïdes
sont rendus une cible importante pour le développement des traitements anti
cancéreux notamment au niveau du système nerveux central (216). Le delta9-
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THC a montré des effets immunosuppressifs dans la majorité des études, en
effet il inhibe les fonctions des macrophages et des lymphocytes, il diminue la
résistance aux agents infectieux et réduit la production de beaucoup de
cytokines comme l’iterleukine-2 (IL-2), l’interleukine-1/3 (IL-1t3), interféron-
gamma (TNF-’y) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a). (216). Les 2
types de récepteurs aux cannabinoïdes, CB1 et CB2 semblent être impliqués
dans l’inflanmration (50).
4. 7.3-Effet cardioprotecteur des cannabinoïdes:
Dans le laboratoire de Dr Lamontagne, une contribution des
endocannabinoïdes dans l’effet protecteur endothélial du PCI sur des artères
coronaires de rats a été suggérée (30). Nous avons confirmé par
immunobuvardage (western blots) la présence des récepteurs CB 1 et CB2 au
niveau du tissu cardiaque de rat (29).
Nous avons également établi des séries expérimentales sur un modèle de
coeurs de rats isolés démontrant un effet cardioprotecteur important des
endocannabinoïdes. Cet effet protecteur était médié principalement par le
récepteur CB2 et impliquait l’activation de p38, ERk1/2, et PKC (170).
Dans notre laboratoire, une autre étude sur des coeurs de rats isolés a
suggéré l’implication des cannabinoïdes dans la cardioprotection des
lipopolysaccharides (LP$) contre l’ischémie du myocarde et ceci
principalement à travers le récepteur CB2. Ces résultats suggèrent une relation
entre les cannabinoïdes et un vasodilatateur, le monoxyde d’azote (NO) (159).
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5-Buts du travail:
Dans le laboratoire du Dr. Lamontagne, l’effet cardioprotecteur des
endocannabinoïdes était testé et démontré sur des coeurs de rats isolés et
perfusés sur modèle langendorff (170). Il a été également démontré que les
cannabinoïdes endogènes contribuaient à l’effet protecteur endothélial du
préconditionnement ischérnique au niveau des artères coronaires chez le rat
(30). Les agonistes des PPARgamma, notamment les TZDs, se sont montrés
cardioprotecteurs. Cette hypothèse a été démontrée dans de nombreuses études
déjà citées.
Pour toutes ces raisons, nous avons voulu vérifier l’implication des
PPARgamma dans la cardioprotection induite par les endocannabinoïdes et du
PCI. Pour cela, nous avons effectué des séries expérimentales consistant à
traiter des coeurs de rats isolés par certains cannabinoïdes, de vérifier leur effet
cardioprotecteur et de procéder par la suite à l’utilisation d’un antagoniste des
PPARgarnma sur des coeurs de rats isolés, perfusés, et préalablement traités par
un cannabinoïde. La même approche a été utilisée pour vérifier l’implication
des PPARgamma dans le processus du préconditionnement ischémique (PCI).
En fait, les PPARgarnma ne semblaient pas contribuer primordialement à l’effet
cardioprotecteur du PCI et des cannabinoïdes
D’après nos résultats (voir article), il a été nécessaire de tester
l’implication des PPARalpha dans ces phénomènes de cardioprotection (PCI et
cannabinoïdes) mais malheureusement le peu d’outils pharmacologiques
constituait un facteur limitant dans notre étude. Cependant, nous avons voulu
tester un lien entre les PPARgamma et les PPARalpha.
Dans la littérature, il a été démontré que l’activation des PPARgarnma,
induisait l’expression de certains gènes dont celui codant pour le récepteur
CD36. Ce récepteur a été impliqué dans l’inflammation, l’athérogenêse,
l’angiogenèse et la thrombose. Cependant, l’implication de ce récepteur
éboueur « scanvenger» dans la cardioprotection post-ischémique n’a jamais été
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explorée. Pour cela, nous avons effectué des séries expérimentales testant des
agonistes des PPARgamnia sur des souris déficientes en CD36 (CD36-/-).
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Abstract
The aim of the present study was to assess the contribution of
peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARgarnma), a ligand
activated transcription factor belonging to the nuclear receptor superfamily in
cardioprotection afforded by endocannabinoids and ischernic preconditioning
(IPC). The CD36 being a scavenger receptor of which the expression is
increased in response to PPARgamma activation, a relation between
PPARgamrnaICD36 in post-ischernic cardioprotection was investigated as well.
A reduction in infarct size effect in hearts treated with Ciglitazone, a selective
agonist of the PPARgamma was observed. GW9662, a selective antagonist of
PPARgarnrna, cornpletely abolished the cardioprotective effect of Ciglitazone.
A reduction in infarct size with the endocannabinoids (2AG and PEA), with
WY14643 (selective agonist of the PPARalpha) and with IPC was noted at the
end of ischernialreperfusion (TIR) protocol. Administration of GW9662 to
hearts treated with 2AG, PEA, WY14643 and IPC did flot abolish their post
ischemic cardioprotective effect on infarct size. In contrast, improvernent in
post-ischernic cardiac recovery when treatment with endocannabinoids was
combined with GW9662 was observed. $irnilar resuits were observed with
IPC. The ability of GW9662 to act in a PPARgamrna-independent manner or as
partial agonist of PPARalpha rnight explain our results. The cardioprotective
effect of Cig observed with WT mice was completely abolished when CD36-/-
mice were treated with PPARgamma agonist. The scavenger receptor CD36
seems to play an important role in cardioprotection afforded by PPARgarnma
activation.
In conclusion, although pharmacological activation of PPARgarnma
reduces infarct size, these nuclear receptors are not involved in the infarct size
limiting effect of cannabinoids and IPC.
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Introduction
Peroxisome proliferator activated receptor (PPAR) gamma is a ligand
activated transcription factor belonging to the nuclear receptor superfamily (15,
2$, 36). PPARgarnrna is an important therapeutic drug target against several
diseases such as diabetes, inflammation, dyslipidemia, hypertension and cancer
(13, 15, 2$, 36). In vitro molecular studies have shown that PPARgamma can
interfere with inflammatory pathways such as NFKB, by physically interacting
with P50 and P65 (6). PPARgamma can also inhibit the AP-1 signaling
pathway by interacting with c-Jun (9), as well as the expression of inducible
nitric oxide synthase (iNOS) via interaction with STAT-1, AP-1 and NFicB
pathways (19). It was also shown that PPARgamma ligands reduce IL-2
secretion, secondary to an interaction of this nuclear receptor with the nuclear
factor of activated T-cells (NFAT) (35). PPARgamma is activated by
polyunsaturated acids and eicosanoids like arachidonic acid and
1 5deoxy.deltal 2,1 4-prostaglandineJ2 (14, 34).
Ischemic preconditioning (IPC) is the most characterized and well
known endogenous cardioprotective mechanisrn for its potent effects, resulting
in a smaller infarct size (21), a reduced risk of ischernialreperfusion (IIR)
arrhythmias (26), improved recovery ofventricular function (7), and prevention
of endothelial stunning (2). Other forms of endogenous protective mechanisms
include the inflammatory response afler exposure to lipopolysaccharides (LPS)
(16) and heat stress
(11). We have shown that endocannabinoids (such as PEA and 2AG), which
have been detected in rat cardiac tissue (23), are able to protect rat isolated
hearts from IIR damages (18), and are involved in the cardioprotective effects
of LPS (16), heat stress (11), and IPC (3). Pharrnacological activators of
PPARgarnma have been shown to exert a cardioprotective effects, reducing the
extent of rnyocardial infarction in several animal models (8, 12, 3$). However,
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the contribution of PPARgamrna in the endogenous cardioprotective
mechanisms remains unknown. Therefore, the aim of the present study was to
investigate this possibility by means oftreatment with endocannabinoids, which
have a structural resemblance with several PPARgarnrna agonists, and IPC. We
wanted investigated a cross-talk between PPARgamma and PPARalpha by
testing the cardioprotective effects of a PPARalpha agonist (WY14643) when
combined to a previous administration of PPARgamma antagonist (GW9662).
Furtherrnore, it has been reported that CD36, a scavenger receptor irnplicated in
atherosclerosis, inflammation, angiogenesis and thrornbosis activates
PPARgamrna (22, 30). In addition, the PPARgamrna activators,
thiazolidinediones (TZDs), increase the expression of CD36 (22, 30). However,
the implication of CD36 in the cardioprotection phenomena has neyer been
studied. Therefore we have examined the ability of CD36 to interfere with
cardioprotective effects of PPARgarnma activation using CD36-/- mice.
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Materiats and methods:
Heartpreparation:
Ail experiments were performed in accordance with the guidelines from
the Canadian Council on Animal Care. Male Sprague-Dawley (300-350 g) rats
were narcotised with C02 until a complete loss of consciousness, rapidly
decapitated, and the hearts were immediately excised and placed in ice-cold
heparin-treated (10 lU mï1) buffer. they were mounted on a Langendorff set-up
and perfused at a constant flow (14 ml.min’) by means of a digital roiler pump
(Masterfiex, Labcor, Anjou, QC, Canada). The perfusion solution consisted of a
modified Krebs—Henselheit buffer containing (in mM): 11$ NaCl; 4 KC1; 2.5
CaCl2; 1.2 Mg$04; 1.2 KH2PO4; 24 NaHCO3; 5.0 D-glucose; and 2.0 pyruvate.
The perfusate was kept at 37°C and bubbled with 95% 02/ 5% C02 (pH 7.4). A
water-fiiled latex balloon attached to a pressure transducer and a recording
system, was inserted into the left ventricular cavity for pressure recordings. Lefi
ventricular end-diastolic pressure was adjusted between 10 and 15 mm Hg.
Coronary perfusion pressure (CPP), heart rate (HR), lefi ventricuiar developed
pressure (LVDP), and its first derivative dP/dt (rate of contraction) were
continuously recorded. The flow rate was adjusted during the stabilization
period to obtain a CPP of about 100 mm Hg and was held constant, with the
exception ofthe ischemic period, during which flow was reduced to 0.4 ml min
1 ensuring a constant concentration durig the entire ischemic period (low flow
ischemia). All drugs were administered through a Y connector above the aortic
cannuia with syringe purnp (model 11, Harvard Apparatus, Saint-Laurent, QC,
Canada) at 100 of the coronary flow rate.
A sirnilar protocol was used with mouse hearts. Wild type (WT) and
CD36-/- knock-out (KO) male C57BL/6 mice (20-25g / age: 3-4 rnonths) were
killed as described above, and the hearts perfused with a modified buffer
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containing buffer (in mM): 118.5 NaC1; 4.7 KC1; 2.5 CaCÏ2.2H20; 1.2
MgSO4.7H20; 1.2 KH2PO4; 0.5 Na2EDTA.2H20; 25 NaHCO3; 11.1 D
glucose, at a lower ftow rate (3rn1.min’). During the ischemic period, the flow
was reduced to Oml.min’ (zero-flow ischemia).
At this point it is important to mention that although the unconscious
animais were decapitated before they stopped breathing, one cannot rule out the
possible hypoxic-preconditioning effcct following the exposure to the C02-
enriched atrnosphere
Experimentaiprotocots:
Rat hearts were distributed into three different groups (Figure 1). In the
first group, hearts were stabiiized for 35 minutes (flow rate =14 ml.min’) then
exposed to 90 minutes of ischemia (flow rate=0.4 ml.min1) followed by 60
minutes of reperfusion. Thc second group was similar to the first group except
that the hearts were stabilized for 20 minutes then pcrfused with one of the
following agonists for 15 minutes: Ciglitazone (Cig), a selective agonist of
PPARgamma; PEA, a cannabinomirnetic drug; 2-AG, an endogenous
cannabinoid or with WY14643, an agonist of PPARalpha. In a third group,
hearts were stabilized for a period of 15 minutes followed by 5 minutes of
perfusion with GW9662, a selective antagonist of PPARgamrna. Prior to the
ischemic episode, the hearts were perfused for 15 minutes with Cig, 2AG, PEA,
or WY14643 (n=5-9 per group).
In the second experimental design, rat hearts were distributed into five
groups. The first threc groups were similar to the ones described in the first
experirnental design except that the treated hearts were perfused only with Cig
with a previous administration or not of its antagonist (GW9662). The fourth
group was stabilized for 15 minutes and exposed to one episode of IPC (5
minutes of zero flow ischemiall0 minutes reperfusion) prior to 90 minutes
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ischemial60 minutes reperfusion. The final group was similarly treated except
that the hearts were stabilized for 15 minutes followed by 5 minutes of
antagonist treatrnent (GW9662).
In a third experimental design, we wanted to test the role ofthe CD36 in
the post-ischemic cardioprotection triggered by PPARgamma activation.
Liftermates wild type and transgenic CD36-[ mice were assigned to different
groups (n=4), control and treated with Cig. In the first group, hearts were
subjected to 30 minutes stabilization period (flow rates= 3 rnl.min’) followed
by 30 minutes zero-flow ischemia and to 90 min reperfusion (flow rate=
3m1.minj. In the second group, stabilization period was reduced to 15 minutes
then dmgs or vehicles were administered for 15 additional minutes prior to the
I/R protocol.
Infarct size determination:
Infarct size was detennined at the end of each experimental protocol.
Atria were rernoved and the ventricules was frozen at —80°C for 10 min. It was
then eut into 0.6—0.8 mm transverse sections from apex to base. Once thawed,
the suces were incubated at 37°C with 1% triphenyltetrazolium chloride in
phosphate buffer (pH7.4) for 10 min and fixed in 10% fonnaldehyde solution to
distinguish the clearly stained viable tissue from unstained necrotic tissue.
Infarct size was deterrnined using a cornputerised planimetric technique (Scions
image for Windows) and expressed as a percentage of the total ventricular area
which, in a global ischaemia, is equal to the area at risk.
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Drugs:
Ciglitazone is a selective agonist of PPARgamma. Stock solution was
prepared by dissolving 10 mg of this product in 3 ml of DMSO; the final
concentration in the heart was 1 OE7M.
PEA is a cannabinomimetic. Its solution was prepared by dissolving 10
mg of PEA in 2 ml of anhydrous ethanol; the final concentration in the heart
was 3.1 0 M.
2-AG is an endogenous cannabinoid. Its solution was prepared by
dissolving 5 mg of 2-AG in 0.4 ml of anhydrous ethanol; the final concentration
in the heart was 3.10 M.
GW9662 is a selective antagonist of PPARgamma. Its solution was
prepared by dissolving 20 mg of GW9662 in 3 ml of anhydrous ethanol; the
final concentration in the heart was 2.106 M.
WY14643 is an agonist of PPARalpha. Its solution is prepared by
dissolving 20 mg of this product in 3 ml of DMSO; the final concentration in
the heart was 1 0 M. The perfusion of 3 ,uM WY 14643 had no significant effect
on the studied parameters (data flot shown).
Ail these products were provided by Tocris (Cedarlane laboratories
Homby-Ontario-Canada).
Some control animais were perfused with the appropriate amounts of
ethanol and DMSO (the solvents used in drug preparation). Non of the studied
parameters were affected with these treatments. Moreover, treatment with
GW9662 alone had no effect neither on hemodynarnic parameters nor on infarct
size as cornpared to the untreated hearts.
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Statistical anatysis:
Values represented the mean ± $EM. Statistical significance of
differences between means was evaluated by a two-way analysis of variance
with Scheffe post-hoc test. A cornmercially available sofiware (Systat® for
windows® version 6.1) was used. Only probability values (p) smaller than 0.05
were considered to be statistically significant.
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Figure 1. Schernatic presentation ofthe first experirnental design depicting
hearts exposed to ischemia reperfiision with or without treatrnent with agonists
(1OE7M Cig, 3.1OE7M 2AG, 3.1OE7M PEA, or 1O5M WY14643) and antagonist
(2.ÎOE6M 0W9662).
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Figure 2. Schematic presentation of the second experimental design depicting
hearts exposed to an episode of IPC with or without treatment with agonist
(1 OE7M Cig) and antagonist (2.1 O6M GW9662).
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Figure 3. Schematic presentation of the third experimental design depicting
hearts (WT and CD36-/- mice) exposed to I/R with or without treatment with
agonist (107M Cig).
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Resutts
Rote ofPPAR gamma and atpha on 111? hearts:
Tablesl-4 show the coronary perfusion pressure (CPP), dP/dt, left
ventricular developed pressure (LVDP) and heart rate (HR) levels (% of
baseline values) respectively in hearts treated with and without PPARgamma
agonist, antagonist and PPARaipha agonist. The administration of agonists and
antagonists soivent during ail protocois had no effect on the studied parameters
(Data flot shown). During ischemia there was a significant drop in CPP, LVDP
and dP/dt levels, but flot in HR, when cornpared to the stabilization period. CPP
levels were higher in the Cig±GW (31.7%, p<O.05) and WY (37.9%, p<O.05) as
cornpared to the control group (11.6%) during the ischemic episode (Table 1).
During reperfusion, the CPP values were rnarkedly elevated above the
stabilization level by 37%, 59%, 30% and 10% in the control, Cig±GW, WY
and WY+GW, respectively. The Cig group recovered to the stabilization levels.
No statistical differences were observed between the groups at the end of the
reperfiision period.
Although ischernia significantly decreased the dP/dt of ail hearts (Table
2), the values in the Cig and WY groups were higher than the control.
Moreover, the levels of the Cig group were higher than those of the Cig hearts
treated with GW. Reperfusion did flot protect the control, Cig, Cig+GW hearts
against the ischernic insuit but it was obviously protective to the WY and
WY+GW treated hearts. Furthermore, the recovery in the WY+GW group was
higher than that ofthe Cig+GW group (p<0.05).
As for LVDP (Table 3), hearts either stopped beating as in the control,
Cig and Cig+GW groups or were sÏightly but significantly beating (WY and
WY+GW) as compared to the control. Reperfusion had no significant effect on
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the levels of recovery except for the WY treated hearts as compared to ail other
groups.
Heart rate significantly dropped oniy in the control group (Table 4).
Reperfiision did flot show any significant recovery in the control group.
Nevertheless, HR was augmented in the Cig+GW (to 249%), decreased in the
WY+GW (to 44.6%) with no change in the WY group (118.2%). A significant
difference was observed in the Cig, WY and WY+GW groups as cornpared to
the Cig+GW group. As compared to the control group, the recovery levels in
the Cig group were higher while iower in the WY+GW group.
Infarct size was high in the control group (48.1± 9.2%) and was
markedly reduced by the administration of Cig (14± 0.8%) and WY (18.8
±3.2%, Figure 4). The administration of GW to the WY treated hearts (3 8.4±
2.9%) or to the Cig. treated hearts (70.2± 1.8%) completely abolished the
protective effect observed.
100
o
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Figure 4: Effect of PPARgamma and alpha agonists and antagonist on the
infarct size of I/R hearts.
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Rote ofcannabinoids on YR hearts:
Treatrnents used had no effect on the CPP before the beginning of the
ischemic episode (Table 5). During ischemia, because ofthe low flow of buffer,
CPP significantly decreased vs. the stabilization period in ail of the
experimental groups.
At the end ofthe protocol, CPP levels were recovered to the stabilization values
in ail groups except in the control and 2AG groups which were significantly
augmented by 37% and 22%, respectively.
$imilarly, no changes were noted in the dP/dt during stabilization and
the treatment period (Table 6). The rate of contraction significantly dropped in
ail of the experirnental groups during the ischernic period. Ail the groups
presented a low level of recovery of 20-40% during reperfusion which was not
significantly different from the stabilization period. Nevertheless, the
2AG+GW and PEA+GW groups recovered by 83.4% and 72.4% (p<O.O5),
respectively, vs the control group.
Treatrnents that affected the LVDP 1 min before ischemia were, PEA in
combination with or without GW (decreasing to 90.1% and 91.2%,
respectively, vs. stabilization) (Table 7). During the ischernic period ah hearts
stopped beating completely. At the end of the protocol, LVDP diminished
significantly vs stabilization for all the groups except for 2AG+GW (81.3%).
The combination of endocannabinoid with GW seerns to ameliorate the LVDP
significantly vs. control (2AG+GW, 81.3% and PEA+GW, 60.8% vs 5.0%).
This phenomenon was not observed when GW was introduced in combination
with Cig (1.5%). In addition, the recovery level in the 2AG+GW group was
higher than that ofthe Cig group (table 3).
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The heart rate (Table 8) was significantly diminished for ail the groups
during the ischemia period vs. stabilization. Both endogenous cannabinoids
conferred a significant reduction of the infarct size injury (2AG, 5.1±1.4%;
PEA, 10.4±2.3%) vs. control (figure 5). Pre-treatrnent of these hearts with
GW9662 partially inhibited the cardioprotection observed with the
endocannabinoids (2AG+GW9662, 23.5±5.7%; PEA+GW9662, 26.9±7.2%).
100
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O p * p<O.05 vs untreated
O
c 80 # # p<O.05 vs Cig
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Figure 5: Effect of cannabinoids on the infarct size of IIR hearts. The first
three groups (untreated, Cig, and Cig+GW9662) are reproduced from figure 4
for an easier comparison.
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Rote ofIFCplus PPARgainrna antagonist on III? hearts:
IPC had no effect on the CPP during the period that preceded the
ischemic phase (Table 9). The drop in CPP was observed by the end of the 90
min ofischernia in all the studied groups. At the cnd ofthe protocol, CPP seems
to 5e significantiy augmented in ail groups vs. stabilization.
IPC seems to ameliorate dP/dt one minute before the severe ischemia as
cornpared to the stabilization period (137.5%, Table 10). Ail hearts showed a
drastic diminution in dP/dt by the end of the ischemic period. A decrease in the
dP/dt was observed in ail hearts by the end of the reperfusion period, this
decrease was significant for ail the groups as compared to the stabiiization
period.
LVDP was dirninished just afier IPC for the IPC (48.3%) and the
IPC+GW9662 group (62.1%) (Table 11). This diminution was significant vs.
stabilization and vs. control (105.5%). Ail hearts stopped beating cornpletely
during the ischemic phase. The recovery during the reperfusion period was
minimal in ail groups but it was significant in the IPC+GW9662 group as
cornpared with the control group.
IPC had no effect on the HR during the whoie experimental protocol
even when combined with GW9662.
A significant reduction in the infarct size was observed in the IPC group
(20.2+3.7%) vs control. Besides one outsider, treatment of IPC hearts with
GW9662 did not block the protective effect observed in the IPC group
(figure 6).
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Figure 6: Effect of IPC plus PPARgamrna antagonist on the infarct size of
T/R hearts. The first three groups (untreated, cig, and Cig+GW9662) are
reproduced from figure 4 for an easier comparison.
CD36-/- Mice:
The infarct size of WT mice exposed to IIR was 3 2.4±0.8% (figure 7).
The TIR protocol had a less drastic effect on the CD36-/- group (27.2±1.7%).
Injuries were significantly reduced when WT mice were treated with Cig.
(13.4±1.3%). This cardioprotective effect was significantly reduced when
CD36-/- were treated by the same concentration of Cig (33.2±1.3%).
* p<O.O5 vs. WT
# p<O.O5 vs. WT+Cig
74
o
o
8
o
o
8
e
o
g
o
o
0.5
0.4
s
o
s
•1-
C
0.3.
4 c9
Figure 7:
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Discussion
Previous studies have investigated the independent cardioprotective
effect of PPARgamma (8, 12, 38), PPARalpha (4, 27, 37), endocannabinoids
(18) and IPC (3) on isolated rat heart model. In the present study we have
assessed the implication of PPARgamrna in the cardioprotective effect of
endocannabinoids and IPC. Moreover, we also investigated the possible role of
CD36 in post-ischernic cardioprotection using the CD36-/- mice. Our resuits
indicate that: 1) the protection afforded by endocannabinoids is flot mediated,
or at rnost only partially by PPARgamrna; 2) CD36 seems to play an important
role in the PPARgamma-rnediated post-ischemic cardioprotection observed in
the isolated mouse heart.
In agreement with previous studies (8, 38), we have shown that Cig has
cardioprotective effects in isolated rat heart. These effects were completely
abolished when GW9662, an irreversible antagonist of PPARgamma. was
administrated during the stabilization period. The reduced ischemic lesions
obsewed in the endocannabinoids were only partially inhibited with GW9662
pre-treatment. These resuits may implicate a modest contribution of
PPARgamma in the protection conferred by the endocannabinoids.
Several studies dernonstrated the ability of PPARalpha activation in
protecting the heart from TiR injury (4, 27, 37). We wanted to further examine a
potential link between PPARgamma and PPARalpha. Our resuits showed a
significant diminution of the cardioprotective effects observed with WY14643
when these hearts were pre-treated with GW9662. WY14643, at the
concentration used in this study (10 pM) should act as a selective agonist of
PPARalpha. Nevertheless, it cannot be ruled out that WY14643 rnight slightly
bind to PPARgarnrna (EC50 values are 0.63, 32 and >100 M of PPARalpha,
PPARgamrna and PPARdelta, respectively). This cross binding between the
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receptors and their agonists and antagonists could 5e verified if a selective
irreversible PPARalpha antagonist was commercially available. PPARalpha-[
mice would also 5e a good model to investigate the possible effects of
GW9662. At this point it is important to mention that GW9662 has been
reported to act in a PPARgamma-independent manner (25). Seargent and al.
(2004) found that GW9662 can inhibit the PPARgarnma activity prompted by
rosiglitazone (25). Although the latter had an anticancer effect, treatment with
GW9662 further enhanced this effect which suggested a possible facilitating
effect of GW9662 on the PPARgarnrna agonist via a yet unknown pathway.
from their study and ours, this effect is dependent on the presence of an
activator since perfusion of isolated rat hearts with GW9662 alone had no effect
on the hernodynamic pararneters or the infarct size (data not shown).
Endocannabinoids used (PEA and 2AG), and IPC slightly ameliorated
the functional activity of the heart although it was flot statistically significant.
The coronary resistance was diminished, flot to a significant level, in these
groups when compared to the control group. This might be a consequence of
vasodilatation usually observed with endocannabinoids and IPC (2, 3, 10).
Surprisingly, the hernodynamic parameters were further improved when
treatment with endocannabinoids was combined with GW9662. These findings
are in agreement with the anticancer effect observed with GW9662 (Ref,
discussed above). It has been shown that the anti-inftammatory effect ofPEA is
mediated by PPARalpha (32). It was also suggested that GW9662 can act as a
partial agonist of PPARalpha (17). It would 5e interesting to study the effect of
GW9662 on the PPARalpha-[ mice in the presence and absence of PEA. This
experiment would be important to investigate if the GW9662-mediated
protection is solely intervened by the PPARgarnma receptors and not via an
interference with the PPARalpha. It is known that p38 MAPKinase and PKA
can phosphorylate PPARalpha resulting in an increased transcriptional activity,
whereas PPARgamma phosphorylation by ERK1/2 and INK is associated with
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a decreased transcriptional activity (1). Therefore, it wouid be essentiai to study
MAPK phosphorylation in this model.
We have aiso noted some interesting resuits conceming the stability of
the heart rate; which was obvious in the Cig, WY14643, 2AG, PEA, and IPC
groups. Again, GW9662 bas ameiiorated heart stability for these groups, except
for Cig. Moreover, slight bradycardia was observed when hearts were treated
with a combination ofGW9662 and WY14643.
Our resuits show that there is no corTelation between hernodynamic
pararneters rneasured and ischernic injuries observed in ail cases. Sorne
treatments might act as anti-inflarnrnatory agents, resuiting in a smaller infarct
size without affecting heart recovery, and some rnight even have the opposite
effects.
Our experiments investigating the iink between CD36 and PPARgamma
in post-ischemic cardioprotection showed interesting resuits. WT mice treated
with Cig showed a smalier infarct size as cornpared to the non-treated
counterparts when exposed to the T/R protocol. CD36-[ mice showed no
difference in the infarct size when cornpared to the WT mice, indicating that
CD36 does not contribute to the injury induced by I/R. When these hearts were
pre-treated with Cig, no protection was observed. These resuits irnpiy that the
presence of CD36 is essential for PPARgamma-rnediated cardiac protection
observed. Further studies are required to investigate the signaiing pathway
involved.
In the present study, a rnodei of iow-flow ischemia was used. This
modei bas the advantage of allowing a continuous perfusion of cannabinoids in
the ischemic myocardium, ensuring a constant concentration during the entire
ischemic period. This would not have been possibie in the zero-flow ischernia
or regional ischemia models foliowing coronary artery ligation. On the other
hand, a zero flow ischemia mode! was used on isolated mouse heart to enhance
the ischemic effect. At this point it is important to mention that although the
unconscious animais were decapitated before they stopped breathing, one
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cannot mie out the possible hypoxic-preconditioning effect following the
exposure to the C02-enriched atmosphere. However, altemativc methods of
anesthesia have limitations of their own, since several anesthetic agents
including narcotics (24), barbiturates (20), ketamine-xylazine (33), and volatile
anesthetics (5, 29) can either reduce infarct size or interfere with the
cardioprotective mechanisms. The time period required to excise the heart and
hang it on the Langendorff apparatus was lirnited to 30-60 sec to reduce the
possibility of preconditioning (31).
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Conclusion
Although pharmacological activation of PPARgarnma can drastically
reduce infarct size, these nuclear receptors are not involved in the
cardioprotective effect of IPC, but they may be partially invoived in the
cardioprotective effect of cannabinoids. The foie of PPARalpha rernains to 5e
estabiished.
In addition, CD36 seems to play an important role in cardioprotection
afforded by PPARgamrna activation. Additional work is necessary to provide
further evidence for the direct causal iink between PPARgarnrna and CD3 6 in
post-ischemic cardioprotection.
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Chapitre III
Discussion et conclusion
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Discussion
Les constatations les plus importantes que nous avons pu remarquer
dans notre étude effectuée étaient que le 2 AG et le PEA peuvent induire une
vasodilatation coronaire, une diminution des lésions cardiaques post
ischémiques, une bonne stabilité de la fréquence cardiaque et une récupération
de la contractilité cardiaque fortement améliorée en utilisant des combinaisons
de traitements d’un cannabinoïde et d’un antagoniste irréversible des PPAR
gamma, le GW9662 (310). Nous avons pu également constater que l’utilisation
d’un agoniste des PPAR alpha sélectif à la dose utilisée diminuait les lésions
cardiaques post-ischémiques (le GW9662 a pu partiellement inhiber cet effet
protecteur), induisait une vasodilatation coronaire accentuée par l’utilisation du
GW9662, induisait une bradycardie à la fin de la reperfusion accentuée par
l’utilisation du GW9662, améliorait la récupération de la contractilité cardiaque
(pas de différence significative entre le groupe WY14643 et
WY14643+GW9662). Le préconditionnernent ischémique a pu diminuer les
lésions post-ischémiques, diminuer très légèrement la pression de perfusion
coronaire (pas de différence significative entre le groupe préconditionnement
ischémique (PCI) et le groupe PCI+GW9662), améliorer très légèrement la
contractilité cardiaque (amélioration légèrement accentuée par l’utilisation du
GW9662), préserver une certaine stabilité de la fréquence cardiaque
(amélioration légère suite à l’utilisation du GW992 en combinaison avec le
PCI). L’inhibition partielle de la diminution des lésions post-ischémiques
observée lors de la combinaison des cannabinoïdes avec le GW9662 nous a fait
penser à l’implication partielle possible des PPARgamma dans ce mécanisme
de cardioprotection. Les effets des agents cardioprotecteurs sur la plupart des
paramètres hémodynarniques s’ amélioraient en combinant ces agents à un
antagoniste sélectif et irréversible des PPAR gamma. Ceci pourrai s’expliquer
par le fait que le GW9662 pourrai agir par un mécanisme d’action améliorant la
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récupération cardiaque en activant une voie indépendante des PPAR gamma,
cette voie n’est activée qu’en présence d’un substrat probablement agoniste des
PPAR alpha (le GW9662 utilisé seul n’avait pas d’effet sur les mesures
hémodynarniques ni sur les lésions cardiaques post-ischémiques). Cette
constatation nous mène à penser à une voie indépendante des PPAR gamma
impliquée dans ce phénomène de cardioprotection, peut-être même une voie
inhibitrice de la dégradation des PPAR alpha est activée par le GW9662 conrn-ie
la voie des MAPK. Seargent et coli. ont pu démontrer que le GW9662 pourrait
inhiber la multiplication des cellules tumorales du sein pour promouvoir un
effet anticancéreux d’un agoniste des PPAR gamma (la rosiglitazone) et ceci
par une voie indépendante de l’activation des PPAR gamma (245). Palakhurthi
et coll. avaient suggéré que l’activation des PPAR gamma n’était pas impliquée
dans l’inhibition de la survie et de la multiplication cellulaire induite par
plusieurs agonistes des PPAR gamma sur des cellules souches embryonnaires
PPARgamma-/- (245). En plus, l’apoptose induite par le 15-
deoxyl2,l4prostaglandine j2, un ligand agoniste des PPAR gamma semblait
être indépendante de l’activation des PPARgamma (4$). Perez-ortiz et coil. ont
fait une étude sur des cellules de glioma et ont pu montrer également une
inhibition de la survie cellulaire par des mécanismes indépendants des
PPARgamma. Cette étude avait suggéré que les résultats observés sont le
résultat d’une perte du potentiel membranaire mitochondrial et de la production
des espèces réactives d’oxygène (radicaux libres) (245). Il semble également
que les ligands des PPARgamma peuvent altérer le stockage intracellulaire de
calcium (245). Cependant, l’analyse de nos résultats concernant les lésions
cardiaques observées suite à l’ischémie/reperfusion nous a montré que l’effet
cardioprotecteur exercé par la ciglitazone sur la taille de l’infarctus a été
complètement aboli par le GW9662. Ce même effet cardioprotecteur diminuant
la taille des liaisons ischémiques a été observé pour le WY14643 et le
préconditionnernent ischémique et a été partiellement diminué en utilisant le
GW9662. Le fait qu’un antagoniste sélectif des PPARganima (GW9662) a pu
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inhiber partiellement les effets d’un agoniste des PPARalpha (WY14643) nous
a poussé à réfléchir à des interactions croisées probables entre PPARalpha et
PPARgamma. L’hypothèse que le GW9662 pourrait avoir un faible effet
antagoniste des PPARalpha n’était pas probable du fait qu’un effet agoniste
partiel des PPARalpha a été attribué au GW9662 (167). Ces résultats nous
montrent également qu’il n’y a pas toujours une corrélation entre les paramètres
hémodynamiques mesurés et la taille de l’infarctus observée suite à un
protocole utilisé et bien déterminé. Ainsi certains agonistes peuvent améliorer
la récupération des fonctions cardiaques sans affecter le degré de lésions
cardiaques post-ischérniques ou vice versa.
Taille de l’infarctus : Mesure des lésions post-ischémigues:
1-Glitazones:
D’après nos expériences, nous avons pu constater que la ciglitazone, un
agoniste sélectif des PPARgamma pouvait diminuer d’une façon très
significative les lésions cardiaques post-ischémiques. Ces résultats ne faisaient
que confirmer la plupart de ceux retrouvés dans la littérature (59, 146, 201, 228,
266, 301, 301, 269, 305). Beaucoup d’études sur différents modèles animaux
ont été faites pour tester l’effet anti-inflammatoire des PPARgamma, citons
celle utilisant le modèle de la souris présentant une maladie intestinale
inflammatoire. Une diminution de l’inflammation intestinale a été observée
suite à l’utilisation d’un agoniste des PPARgarnma. Ceci montre un effet anti-
inflammatoire important noté suite à l’activation des PPARgamma (260). En
effet, les PPARgamma semblent interférer dans beaucoup de voies
inflammatoires comme pour celles impliquant le NFKB (47) ou la AP-1 (61).
De plus, les glitazones inhibent l’expression de iNOS (176) et réduisent la
sécrétion de IL-2 en interagissant avec le NFAT (299). Néanmoins, Thierginger
et coll. ont pu démontrer que les glitazones n’affectaient pas l’induction LPS
dépendante de IL-6 ni l’expression de TNFalpha. Ils ont utilisé un modèle de
souris -/-. Ils ont également démontré que les glitazones n’avaient pas d’effets
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sur la sécrétion de certaines cytokines au niveau des monocytes et des
macrophages (270).
Dans notre étude, la diminution des lésions cardiaques post-ischémiques a été
complètement abolie par l’utilisation du GW9662. Ces résultats ne font
qu’affirn-ier la sélectivité de l’antagonisme du GW9662 vis à vis des récepteurs
PPARgamma (266).
Les TZDs sont utilisés pour traiter des diabétiques de type II qui
présentent pour la plupart des cas de maladies cardiovasculaires. Pour cela, le
besoin de faire des études concernant l’efficacité de ces molécules sur les
maladies cardiovasculaires ainsi que leurs effets indésirables et secondaires
presse. Jusqu’à présent, les TZDs commercialisées ne sont considérées que des
molécules alternatives, dispendieuses, et à efficacité modérée en comparaison
avec les thérapies hypoglycémiantes préexistantes (biguanides, inhibiteurs des
alpha-glucosidases, sulfonylurées, glinides).
2-Cannabinoïdes:
Toutes les recherches faites jusqu’à présent concernant les
endocannabinoïdes cherchaient surtout leurs effets cardiovasculaires à travers
leurs récepteurs membranaires CB1 et C32. Ainsi l’antagonisme du récepteur
CB2 a pu empêcher la réduction des lésions cardiaques suite à une exposition à
des lipolysaccharides (LPS) (159). L’effet du récepteur CB2 sur la taille de
l’infarctus suite à un choc thermique a été également étudié (140). Lépicier et
coll. ont pu démontrer en travaillant sur un modèle de coeur de rat isolé que les
endocannabinoïdes exerçaient bien un effet cardioprotecteur direct suite à une
ischémie/reperfusion (170).
Vu la similitude structurale entre certains agonistes des PPARgamrna et
les endocannabinoïdes nous avons trouvé intéressant de chercher une
implication des PPARgarnma dans la cardioprotection post-ischérnique
observée suite à l’administration d’un cannabinoïde. Pour cela nous avons
établi des protocoles expérimentaux utilisant le GW9662 comme antagoniste
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sélectif et irréversible des PPARgamma. La concentration du GW9662 n’a pas
dépassé 10#M par risque d’antagoniser les PPARdelta (310). L’effet
cardioprotecteur des cannabinoïdes observé dans notre étude rejoint la plupart
des résultats cités dans la littérature. L’utilisation du GW9662 ne faisait que
renverser partiellement la diminution des lésions cardiaques suite à
l’ischérnie/reperfusion observée avec les cannabinoïdes. Les PPARgamma ne
semblaient pas contribuer d’une façon unique ou primordiale à cet effet anti
ischémique. Il est bien connu que les cannabinoïdes après activation des
récepteurs CB 1 et C32 entraînent une augmentation de la phosphorylation des
MAPK (170), or la phosphorylation des PPARgamma par les MAPK (ERK1/2
et JIJN) conduit à leur inactivation, tandis que la phosphorylation des
PPARalpha par les MAPK (p38 MAPK et PKA) conduit à leur activation (11).
En plus, plusieurs études (y compris la nôtre) ont montré que l’activation des
PPARalpha protégeait le coeur contre les endomagernents suite à une
ischémie/reperfusion. Pour ces raisons, nous nous sommes intéressés à chercher
une relation entre les PPARalpha et les cannabinoïdes. Nous avons ainsi établi
des séries expérimentales pour tester d’une part l’effet cardioprotecteur des
PPARalpha et d’une autre part tester la présence d’une interaction croisée
probable entre PPARalpha et PPARgarnma.
3-Fibrates:
Nos résultats ont bien démontré que l’activation des PPARalpha induit
un phénomène de cardioprotection suite à une ischérnie/reperfusion sévère. Nos
résultats concordent avec ceux retrouvés dans la littérature (264, 304).
L’utilisation de la combinaison WY14643+GW9662 (en tenant compte des
concentrations respectives de ces deux agents pour ne pas activer les autres
PPAR5) s’est montrée intéressante. Nous avons pu voir une réduction de l’effet
du WY14643 en tenue de diminution des lésions ischérniques. Cette diminution
de l’effet anti-inflammatoire nous a poussé à parler d’interaction croisée entre
PPARgamma et PPARalpha. Ces résultats sont préliminaires. D’autres
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expériences sont nécessaires pour confirmer ou non cette hypothèse. Les
expériences prévues pour l’avenir utiliseront des souris knock-out PPARalpha
I- non seulement pour étudier ce type de d’interactions croisées mais pour
vérifier si l’effet cardioprotecteur des cannabinoïdes est médié par l’activation
des PPARalpha.
4—Préconditionnemeizt ischémique :
Nous avons également voulu tester un lien entre le PCI et les
PPARgarnma. Dans notre laboratoire, un lien a déjà été établi entre le PCI et les
cannabinoïdes (30). En effet, les cannabinoïdes semblaient augmenter l’effet
protecteur endothélial du PCI. Le modèle utilisé était le modèle de coeurs de
rats isolés montés sur Langendorff. Nous avons pensé que si la diminution des
lésions ischémiques après injection de cannabinoïdes au niveau du coeur est liée
à une activation des PPARs, peut être que ce même effet de protection observé
suite à un PCI est lié également à ces récepteurs nucléaires. Pour cela, nous
avons effectué des séries expérimentales testant d’une part l’effet
cardioprotecteur du PCI et d’autre part l’effet d’un antagoniste des
PPARgamma le GW9662 juste avant les 5 minutes du PCI. Une diminution des
lésions cardiaques a été observée dans le groupe qui avait subi un PCI, ceci ne
faisait que confirmer l’effet cardioprotecteur longtemps attribué au PCI.
Cependant, l’absence d’inhibition de cet effet cardioprotecteur du PCI par le
GW9662 ne nous permet pas de conclure à une contribution des PPARgamrna.
Pousser nos études sur des souris PPARalpha-/- semble etre primordial afin
d’avoir des résultats concluants surtout qu’il y a absence d’un antagoniste
sélectif et irréversible des PPARalpha.
5-Le récepteur éboueur CD36:
L’activation des PPARgamnia peut conduire à la transrepression ou à la
transactivation d’une multitude de gènes. Panriis ces gènes citons le récepteur
CD36, un récepteur éboueur impliqué dans l’athérosclérose. Les agonistes des
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PPARgamma peuvent induire une augmentation de l’expression du récepteur
CD36 (40, 109). Tontonoz et al ont pu démontrer que le traitement par
rosiglitazone et LG26$ (agoniste des RXR) a conduit à une augmentation
importante de la liaison et de la capture des LDL oxydées par les macrophages
THP-1 (275). En revanche, Moore et coll. (2001) et Chawia et cou. (2001) ont
montré qu’il n’y avait pas de différence significative de la capture des LDL
oxydées ou de l’accumulation du cholestérol dans les cellules traitées par TZDs
(44). Ces résultats disconcordants peuvent être dus à la lignée cellulaire utilisée
et au temps d’incubation des cellules avec le ligand. L’effet inductif des
PPARganrnia sur les récepteurs CD36 peut être compensé par un effet des
ligands des PPARgamma sur les récepteurs SR-A. Plusieurs études ont évalué
les effets des TZDs sur le développement de l’athérosclérose, citons celle de Li
et al 2000 (171). En revanche, le rôle de ce récepteur dans la cardioprotection
cardiaque suite à un infarctus n’a jamais été exploré.
Nous nous sommes intéressés à étudier la relation PPARgamma
— CD36 dans la
cardioprotection post-ischémique dans un modèle de souris transgéniques
déficientes en CD36 (CD36-/-). Nous avons ainsi effectué des séries
expérimentales utilisant la ciglitazone comme agoniste sélectif des
PPARgamma sur deux groupes de souris : WT et CD36-/-.
D’après nos résultats, nous avons pu constater un effet cardioprotecteur
chez les souris WT traitées par la ciglitazone, cet effet diminuait
significativement en injectant ce même agoniste à des souris CD36-/-. La
question qui nous intriguait le plus était la suivante: comment le récepteur
CD36 a pu affecter l’effet cardioprotecteur en absence d ‘un ligand exogène et
endogène de ce récepteur scavenger surtout qite nous travaillons sur un modèle
de coeurs isolés?
En étudiant de près le mécanisme d’action des récepteurs PPARgamrna et
CD36 nous avons pu émettre une hypothèse. L’activateur du récepteur CD36
paraissait d’origine intracellulaire. En effet, l’activation des PPARgamma
stimule l’efflux du cholestérol des cellules en induisant l’expression du
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LXRalpha qui à son tour active l’expression de ABCA1, de l’apolipoprotéine E
et d’autres gènes impliqués dans l’efflux du cholestérol (44, 46). Une étude
faite en Espagne a pu démontrer que le récepteur CD36 avait une grande
affinité pour les lipoprotéines HDL, LDL et VLDL (40). Bien que le
mécanisme par lequel les HDL peuvent altérer les voies de signalisation
cellulaires n’est pas bien défini, plusieurs études suggèrent que les HDL
peuvent activer la voie de signalisation des MAPK, la phosphorylation des
PPARgamma et l’inhibition de l’expression du récepteur CD36 en stimulant
l’efflux du cholestérol (44). Selon nos résultats, le récepteur CD36 semblait
jouer un rôle important dans la cardioprotection post-ischémique. D’autres
expériences sont nécessaires pour plus d’évaluation notamment sur des souris
transgéniques CD36-/- et WT traitées préalablement par une hormone de
croissance (growth hormone released peptide GHRP).
Les paramètres hémodynamigues
Nous nous sommes surtout intéressés à la fin de la période de
reperfusion, donc à la fin du protocole pour évaluer les effets des traitements
utilisés. En fait, la période de reperfusion est celle qui reflète la récupération
cardiaque.
1-La pression de peijusion coronaire:
A la fin de nos expériences, des changements de la CPP (pression de
perfusion coronaire) sont observés. La faible diminution de la CPP chez les
groupes traités par la ciglitazone seule, cannabinoïdes±GW9662,
WY14643±GW9662, ou ayant subi un PCI avec ou sans traitement préalable
par le GW9662 reflète une diminution de la résistance coronaire donc un effet
léger vasodilatateur coronaire de ces agents. Ces résultats semblent concorder
avec la plupart des études retrouvées dans la littérature (29, 30, 35, 83, 87, 126,
158, 170). L’augmentation importante de la CPP pour le groupe utilisant une
combinaison de traitement GW9662 et de ciglitazone pourrait refléter un degré
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d’endommagement important du tissu cardiaque. Le GW9662 semble agir par
la voie des PPARgamma en présence d’un agoniste sélectif des PPARgarnma, il
a ainsi aboli complètement l’effet vasodilatateur de la ciglitazone, tandis qu’il
semble agir par un effet indépendant des PPARgamma en présence d’autres
traitements pas sélectifs de ces recepteurs (PEA+GW9662, 2-A&bGW9662).
L’augmentation importante de la CPP dans le groupe Cig+GW9662 montre que
le GW9662 a pu empêcher les effets cardioprotecteurs de la ciglitazone, effets
mediés par les PPARgamma.
2-La dP/dt:
La ciglitazone a pu légèrement améliorer la dP/dt, te GW9662 utilisé en
combinaison avec la glitazone semblait abolir cette amélioration par un
mécanisme PPARgamma dépendant. L’injection de cannabinoïdes seuls n’a
pas vraiment affecter la dP/dt bien qu’une légère amélioration est notée mais
toujours non significative. En revanche et à notre surprise, l’injection de
GW9662 préalablement aux traitements par cannabinoïdes a beaucoup
augmenté l’efficacité du traitement. Nous avons pu noter une récupération
cardiaque importante en présence du GW9662. Il est également possible que les
cannabinoïdes soient des agonistes doubles des PPARalpha et des
PPARgamrna, la grande affinité du GW9662 pour les PPARgamma conduisant
au blocage de ces récepteurs et poussant les cannabinoïdes vers une seule voie
qui est celle des PPARalpha. N’oublions pas que le PEA, selon Venne et coll.,
semble agir par une voie PPARalpha-dépendante (286).
Le traitement par WY1 5643 améliore la dP/dt, la combinaison du traitement
fibrate à GW9662 produisant la même amélioration cardiaque observée pour le
groupe traité par WY14643 seul. Les PPARalpha semblent jouer un rôle
important dans la récupération cardiaque. Une faible amélioration de la dP/dt
est observée dans le groupe ayant subi un PCI. Le GW9662 injecté juste avant
le PCI n’a pas affecté cette amélioration. Nous avons pu étudier mieux la
contractilité cardiaque dans le paramètre suivant.
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3-La différence entre ta pression ventriculaire gauche systolique et
diastolique:
La différence entre la pression diastolique et systolique est un paramètre
qui indique la contractilité cardiaque. D’après nos résultats, nous avons pu noter
dès le début de l’expérience une amélioration significative de la contractilité
cardiaque suite à l’injection du WY14643, l’injection de ciglitazone semblait
maintenir une contractilité cardiaque stable durant les 35 premières minutes de
l’expérience. Le PCI combiné ou pas à l’antagoniste GW9662 semblait
diminuer cette contractilité. Les cannabinoïdes utilisés maintenaient une
contractilité cardiaque stable, le GW9662 semblait ne pas affecter cette
stabilité. A la fin de l’ischémie nous avons pu remarquer une amélioration de la
contractilité cardiaque pour notre groupe traité par WY14643, cette
amélioration s’accentuait en utilisant la combinaison WY14643 et GW9662.
Les autres traitements n’avaient pas affecté la contractilité cardiaque à la fin de
la période ischémique. Les résultats les plus intéressants seraient ceux notés à la
fin de la reperfusion. C’est à ce moment là que nous avons pu juger la
récupération cardiaque. Les coeurs qui récupéraient le mieux de tous nos
groupes sur le plan de la contractilité cardiaque étaient ceux qui avaient été
traités par une combinaison cannabinoïdes et GW9662. Ces résultats ne font
que confirmer ce que nous avons déjà noté pour les autres paramètres. Nous
avons déjà donné une explication de notre point de vue concernant ce type
d’association de traitements au tout début de la discussion. Nos résultats
concernant les cannabinoïdes utilisés seuls dans deux groupes de rats
montraient une récupération légère de la contractilité cardiaque meilleure que
celle observée pour notre groupe témoin. L’effet des cannabinoïdes sur la
contractilité cardiaque a été déjà testé dans le laboratoire du Dr Lamontagne
(170). Nos résultats, bien que pas tous significatifs (nombre de groupes élevés)
semblent confirmer l’abilité des endocannabinoïdes et de la ciglitazone à
protéger la contractilité cardiaque post-ischémique. Les mécanismes d’action de
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la cardioprotection observée avec les TZDs sont multifactoriels et mal compris.
Le GW9662 a pu complètement antagoniser les effets cardioprotecteurs de la
ciglitazone pour confirmer encore une fois sa forte capacité à bloquer les
PPARgamma.
4-La Fréquence cardiaque:
C’est seulement à la fin des protocoles (fin de la reperfusion) que nous
avons pu noter des différences significatives concernant la stabilité cardiaque
entre les groupes. La ciglitazone paraît pouvoir entretenir une bonne stabilité du
fonctionnement cardiaque tout au long du protocole. Ces résultats concordent
avec ceux retrouvés dans la littérature. Le GW9662 a pu abolir complètement
cette stabilité, nous avons ainsi noté une importante augmentation de la
fréquence cardiaque lors du traitement combinant la ciglitazone et le GW9662.
Les cannabinoïdes, la WY14643 et le PCI semblaient également fournir une
certaine stabilité cardiaque largement étudiée dans la littérature et améliorée
pour le PEA et pour le PCI par l’utilisation du GW9662. La combinaison
WY14643+GW9662 nous a semblé intéressante. Nous avons pu noter une
diminution de la fréquence cardiaque. La question qui s’est posée est la
suivante: est ce que te GW9662 en présence d’un agoniste des FRARaipha ou
d’un agoniste double FPARalpha/PFARgamma a des effets bradycardiaques ?
cela semble rejoindre ce que nous avons déjà noté pour les autres paramètres.
Le GW9662 semble en fait jouer un rôle très important dans le métabolisme
cellulaire cardiaque. Nous pensons que la durée du protocole n’était pas
suffisante pour tirer des conclusions et répondre à cette question. En fait, ce
n’est que dans les études cliniques à plus ou moins long terme que l’effet d’un
traitement sur la stabilité de la fréquence cardiaque peut être précisément
étudié.
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Conclusions
Les conclusions que nous avons pu tirer de nos résultats sont les suivantes
1. Les PPARgamma semblent être une cible très importante en terme de
diminution des lésions cardiaques post-ischérniques.
2. Les PPARalpha semblent jouer un rôle primordial dans la récupération de la
contractilité cardiaque post-ischémique et de la diminution des lésions
d’infarctus.
3. La probabilité de l’existence d’interactions croisées entre les PPARgamma
et les PPARalpha.
4. Le CD36 semble interférer dans le phénomène de cardioprotection post
ischémique induit par activation des PPARgamma.
5. Les effets cardioprotecteurs observés suite à l’injection des caimabinoïdes
pourraient impliquer partiellement les PPARgarnma.
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Perspectives
Pour pousser nos investigations sur les relation cannabinoïdes-PPARs et
PCI-PPARs, il faudrait travailler sur des modèles se souris déficientes en
PPARalpha (PPARalpha-/-). Il serait en effet souhaitable de tester si l’effet
cardioprotecteur des cannabinoïdes et du PCI disparait chez des souris
n’exprimant pas ce récepteur nucléaire. Ce modèle permettrait également de
tester l’interaction croisée entre le PPARgarnma et le PPARalpha d’une
manière plus précise. Pour chercher le rôle exact du récepteur CD36 dans la
cardioprotection cardiaque, un protocole expérimental utilisant l’injection de
différentes glitazones sur des souris WT et CD36-/- préalablement traitées aux
GHRP serait une bonne approche.
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